ISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTEl 
Bureau international 



RLLE 




PCX 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLFEE EN VERTU DU TRAfFE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale des brevets ^ : 

C07C 237/06, C07K 5/06, A61K 47/48, 
C12N 15/87, 15/88, A61K 48/00 



Al 



(11) Num^ro dc publication Internationale: WO 97/18185 

(43) Date de publication internationale: 22 mai 1997 (22.05.97) 



(21) Numcro de la demande internationale: PCr/P'R96/0I774 

(22) Date de d^pot international: 8 novembre 1996 (08.1 1.96) 



(30) Donn^es relatives h la priority: 

95/13490 14 novembre 1995 (14.11.95) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): RHONE- 

POULENC RORER S.A. [FR/FR]: 20, avenue Raymond- 
Aron, F-92i60 Antony (FR), 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/D^posants (US seulement): BYK. G^rardo 
[ILypR]; 3. impasse Eugdne -Delacroix. F-94000 Cr6teil 
(FR). SCHERMAN, Daniel [FR/FR): 10, rue Erard, 
F-75012 Paris (FR). SCHWARTZ. Benrand [FR/FR); 
13-15, rue Paul-Bcn. F-94700 Maisons-Alfort (FR). 
DUBERTRET. Catherine [FK/FR); 14. rue des Bruydres, 
F-92310 Sevres (FR). 

(74) Mandataire: LE COUPANEC, Pascale; Rhone-Poulenc Rorer 
S.A.. Direction Brevets, 20, avenue Raymond-Aron, F- 
92165 Antony C^ex (FR). 



(81) Etats designes: AL, AU, BA. BB. BG. BR, CA. CN. CU, CZ. 
EE. GE. HU, IL. IS. JP. KP, KR. LC, LK, LR. LT. LV. 
MG. MK, MN, MX, NO. NZ. PL, RO, SG. SI, SK, TR. 
TT, UA, US, UZ, VN, brevet ARIPO (KE, LS. MW, SD. 
SZ, UG). brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, K2. MD. RU. 
TJ. TM). brevet europten (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FI. 
re. GB, GR. IE, IT. LU. MC. NL. PT, SE). brevet OAPI 
(BF. BJ, CF. CG, CI. CM. GA. GN, ML, MR, NE. SN, TD. 
TG). 



Puhliee 



Avec rapport de recherche internationaie . 



(54) Title: LIPOPOLYAMINES AS TRANSFliCTION AGENTS AND PHARMACEUTICAL USES THEREOF 
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(57) Abstract 

Lipopolyamines of formula (I), wherein each of Rl, R2 and 
R3. which are the same or different, is a hydrogen atom ora -(CH2)q- 
NRR* grouping, where q is independently 1, 2, 3, 4, 5 or 6 for each 
of the groupings Rl, R2 and R3; each of m, n and p, which are the 
same or different, is an integer from 0 to 6; and R4 is a grouping 
of general fomiula (II). wherein each of R6 and R7, which are the 
same or different, is a hydrogen atom or a saturated or unsaturated 
CI 0-22 aliphatic radical, with the proviso that at least one of the 
two groupings is not hydrogen, u is an integer from 0 to 10. X is 
an oxygen or sulphur atom or an optionally monoalkylated amine 
grouping, Y is a carbonyl or methylene grouping, R5 is a hydrogen . 
atom or an optionally substituted natural amino acid side chain, and 
r is an integer from I to 10, with the proviso that when r is I, R5 is 
an optionally substituted natural amino acid side chain, and when r is 
more than 1, R5 is a hydrogen atom, are disclosed. Pharmaceutical 
compositions containing said lipopolyamines, and the use thereof for 
in vitro or in vivo nucleic acid transfection in cells, are also disclosed. 
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(57) Abreg^ 

La prdsente invention se rapporte ^ des lipopolyamines de formulc (I) dans laquelle Rl, R2 et R3 repr^sentent inddpendamment Tun 
de I'autre un atome d'hydrogfene ou un groupement-(CH2)q-NRR'. q pouvant varier entre I, 2, 3, 4, 5 el 6 ceci dc manidre inddpendante 
entre les diffircns groupements Rl. R2 et R3; m, n ct p repr6sentent, ind^pendamment Tun de I'autre. un nombre entier pouvant varier 
entre 0 el 6; R4 repr€senie un groupement de formulc g6n6rale (11) dans laquelle R6 et R7 repr^sentcnt ind^pendamment I'un de Tautre 
un atome d'hydrogftne ou un radical aliphatique. satur6 ou non. en CIO a C22 avec au moins Fun des deux groupements 6tant different de 
Thydrogdne; u est un nombre entier choisi entre 0 et 10; X rcpr^sente un atome d'oxygdne. de soufre ou un groupement amine monoalkyl^ 
ou non; Y repr6sente un groupement carbonylc ou un groupement m^thyldne; R5 repr^sente un atome d'hydrogfenc ou une chaine latirale 
d'acide amine naturel. le cas 6ch6ant substitute ct r reprtsentc un entier variant entre 1 ct 10 avec lorsque r est 6gal ^ 1, R5 repr^sentant une 
chaine latdrale d'acide amin^ naturel substitut ou non et lorsque r est suptrieur & 1, R5 repr6sentani un atome d*hydrogfenc. Elle conceme 
6galement des compositions pharmaceutiques les contenani et leurs applications pour la transfection d'acides nucliiques, in vitro ou in vivo 
dans des cellules. 
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LIPOPOLYAMINES COMME AGENTS DE TRANSFECTION ET LEURS APPLICATIONS 
PHARMACEUTIQUES 

La presente invention conceme de nouveaux composes apparentes a la famiUe 
des lipopolyamines» des compositions pharmaceutiques les contenant. leurs 
5 applications pour la transfection in vivo et/ou in vitro d'acides nucleiques et leur 
procede de preparation, 

De nombretises maladies genetiques sont associees a un defaut d'expression 
et/ou une expression anormale. c'est a dire deficiente ou excessive, d'un ou plusieurs 
acides nucleiques. La therapie genique a pour principal objectif de corriger ce type 
10 d'anomalies genetiques par le biais de Texpression cellulaire in vivo ou in vitro de 
genes clones. 

Aujourd'hui. plusieurs methodes sont proposees pour la delivrance 
intracellulaire de ce type d'information genetique. L'une d'entre elles. en particuUer, 
repose sur I'emploi de vecteurs chimiques ou biochimiques, Les vecteurs synthetiques 
15 ont deux fonctions principales, compacter TADN a transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas 
echeant, a travers les deux membranes nucleaires. 

Un progres important a ete accompli dans ce mode de transfection avec le 
developpement d'une technologie basee sur I'emploi d'un lipide cationique. II a ainsi ete 

20 mis en evidence qu'un lipide cationique charge positivement, le chlorure de N-[]-(2,3- 
dioleyloxy)propyl]-N.N,N-trimeihylammonium (DOTMA). interferaii, sous la forme 
de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de I'ADN, qui est charge 
negativement, pour former des complexes lipides-ADN, capables de fusionner avec les 
membranes cellulaires. et permettaii ainsi la delivrance intracellulaire de I'ADN. 

25 Toutefois. bien que cette molecule soit efficace au niveau de la transfection, elle 
presente le desavantage d'etre non biodegradable et de posseder un caractere toxique a 
regard des cellules. 

Depuis le DOTMA. d'autres lipides cationiques ont ete developpes sur ce 
modele de structure : groupe lipophile associe a un groupemeni amino via un bras dit 
30 "spacer". Pairni ceux-ci» on peut plus particulierement citer ceux comprenant a titre de 
groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportani, en 
outre, le cas echeant, a titre de groupemeni amino, un groupement d'ammonium 
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10 



15 



quatemaire. Us DOTAP. DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cites a titre 
representatifs de cette categorie de iipides cationiques. D'autres composes, comme les 
DOSC et ChOSC. se caracterisent par la presence d'un groupement choline a la place 
du groupement d'ammonium quatemaire. En general. I'activite transfectante de ces 
composes demeure toutefois assez faible. 

Une autre categorie de Iipides cationiques. les Upopolyamines. a egalement ete 
decrite. Au sens de la presente invention, le tenme lipopolyamine designe une molecule 
amphiphile comprenant au moins une region hydrophile polyamine associee par une 
region dite spacer a une region lipophile. La region polyamine des lipopolyamines, 
chargee cationiquement. est capable de s'associer de maniere reversible avec I'acide 
nucleique. charge negativement. Cette interaction compacte fonement I'acide 
nucleique. U region lipophile rend cette interaction ionique insensible au milieu 
exteme. en recouvrant la particule nucleolipidique formee dune peUicule 
lipidique.Dans ce type de composes, le groupement cationique peut etre represente par 
le radical Locarboxyspemiine qui contient quatre groupements d'ammonium, deux 
primaires et deux secondaires. Us DOGS et DPPES en font notamment partie. Ces 
lipopolyamines sont tout particulierement efficaces pour la transfection de ceUuJes 
endocrines primaires. 

En fait, un agent de transfection synthetique ideal devrait presenter un haut 
niveau de transfection. et ce pour un large spectre de ceUules. posseder une toxicite 
nulle ou a defaut une toxicite trds minimisee aux doses d'utilisation. et enfin. etre 
biodegradable pour s'affranchir de tout effet secondaire au niveau des cellules traitees. 

La presente invention a precisement pour objet de proposer de nouvelles 
lipopolyamines. originales de par leur fraction polyamine. et qui soient susceptibles 
25 d'etre utilises efficacement dans la transfection in vitro et ou in vivo de cellules et 
notamment pour la vectorisation d'acides nucleiques. 

La presente invention a pour premier objet des lipopolyamines. sous forme D, 
L ou LD et leurs sels caracterisees en ce qu'elles sont representees par la formuie 
generale I 

30 



20 
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R3 




R2 



Rl 



/ 



(CH^) 




R4 



Dans laquelle : 

Rl, R2 et R3 representent independamment Tun de I'autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH2)q-NRR* avec 

5 q pouvant varier entre 1. 2. 3, 4, 5 et 6 ceci de maniere independante entre les 
differents groupements Rl, R2 et R3 et 

R et R' representant independamment Tun de T autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH2)q'-NH2 , q' pouvant varier entre 1, 2, 3, 4. 5 et 6 ceci de maniere 
independante entre les differents groupements R et R\ 

10 m, n et p representent, independamment Tun de T autre, un nombre entier pouvant 
varier entre 0 et 6 avec lorsque n est superieur a 1, m pouvant prendre des valeurs 
differentes et R3 des significations differentes au sein de la formule generale I ei 

R4 represente un groupement de formule generale II 




II 



15 dans laquelle: 



R6 et R7 representent independamment Tun de Tautre un atome d'hydrogene ou un 
radical aliphatique. sature ou non, en CIO a C22 avec au moins Tun des deux 
groupements etant different de I'hydrogene, 
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u est un nombre entier choisi entre 0 et 10 avec lorsque u est lui entier superieur a 1 
R5. X. Y et r pouvant avoir des significations differentes au sein des differents motifs ( 
X-(CHR5)r-Y] 

X represente un atome d'oxygene, de soufre ou un groupement amine monoalkyle ou 
5 non. 

Y represente un groupement carbonyle ou un groupement methylene 

R5 represente un atome d'hydrogene ou une chaine laterale d'acide amine namrel , le 
cas echeant substituee et 



10 



20 



25 



r represente un entier variant entre 1 et 10 avec lorsque r est egal a I, R5 representant 
une chaine laterale d'acide amine naturel et lorsque r est superieur a 1. R5 representant 
un atome d'hydrogene. 



A titre de chaine laterale d'acide amine naturel on entend notamment designe 
au sens de I'invention des chaines contenant des motifs amidinium comme par 
exemple la chaine laterale de I'arginine. Comme il Test enonce precedemment cette 
15 chaine peut etre substituee par des groupements aliphatiques satures ou insatures, 
lineaires. ramifies ou cycliques en CI a C24 tels par exemple des radicaax 
cholesteryle, arachidonyle ou retinoyle. des groupements mono- ou poly-aromatiques 
tels par exemple des derives benz:>'loxycarbonyles. benzyle esters, rhodaminyle 
substitues ou non. 



Ces nouveauA produits de formule generale (I) peuvent se presenter sous 
fonme de sels non toxiques et pharmaceutiquement acceptables. Ces sels non toxiques 
comprennent les sels avec les acides mineraux (acides chlorhydrique. sulfurique, 
bromhydrique, phosphorique, nitrique) ou avec les acides organiques (acides 
acetique, propioniquC; succinique, maleique. hydroxymaleique. benzoique. 
fumarique, methanesulfonique ou oxalique) ou avec les bases minerales (soude, 
potasse, lithine. chaux> ou organiques (amines tertiaires comme la triethylamine. la 
piperidine, la benzylamine). 
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dans lesquelles R4, R6 et R7 possedent les definitions precedentes. Preferentiellement. 
R4 y represente un groupement NR6R7 avec R6 el R7 figuirant dans les sous formules 
III a XII un groupement identique choisi parmi (CH2)i7 CH;,, (CH:)-,] (CH2)i:i 
CH, ou (CH2)i2CH3. 



Dans un mode de realisation particuHerement avantageux, les composes 
revendiques comprennent en outre un element de ciblage permettant d'orienter le 
transfert de I'acide nucleique auquel ils sont associes. Cet element de ciblage est de 
15 preference incorporer. sur le compose de formule generale L au niveau de la chaine 
laterale d'acide amine figuree par le substituant R5. Plus preferentiellement. Telemem 
de ciblage est lie, de maniere covalente ou non covalente, au compose selon 
r invention. 

II peut s'agir d*un element de ciblage extracellulaire, permenant d'orienter le 
20 transfert de I'acide nucleique vers certains types cellulaires ou certains tissus souhaites 
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(cellules tumorales, cellules hepatiques, cellules hematopoietiques, etc). A ce titre, i 
peut s'agir d'un ligand de recepteur cellulaire present a la surface du t>pe cellulaire 
cible comme par exemple un sucre, un folate, une transferrine, une insuline, une 
proteine asialo-orosomucoide ou toute molecule bioactive reconnue par des recepteurs 
5 extracellulaires. II peut egalement s'agir d'un element de ciblage intraceUulaire. 
pemnettant d*orienter le transfert de I'acide nucleique vers certains compartiments 
ceUulaires priviJegies (mitochondries, noyau, etc) comme par exemple, une sequence 
signal de localisation nucleaire, (nJs), qui privilegie raccumulation de I'ADN uansfecte 
au sein du noyau. 

Plus generalement, les elements de ciblage susceptibles d'etre mis en oeuvre 
dans le cadre de Tinvention incluent les sucres, les peptides, les oligonucleotides, les 
steroides ou les lipides. Preferentiellement, il s'agit de sucres et/ou peptides tels que 
des anticorps ou fragments d'anticorps, des ligands de recepteurs ceUulaires ou des 
fragments de ceux-ci, des recepteurs ou fragments de recepteurs. etc. En particulier, il 
peut s'agir de ligands de recepteurs de facteurs de croissance. de recepteurs de 
cytokines, de recepteurs de iectines cellulaires ou de recepteurs de proteines 
d'adhesion telles que les Lntegrines. On peut egalement citer le recepteur de la 
transferrine, des lipides HDL et des LDL, L'element de ciblage peut egalement etre un 
Sucre permettant de cibler des Iectines tels que les recepteurs asialoglycoproteiques. ou 
encore un fragment Fab d'anticorps permettant de cibler le recepteur du fragment Fc 
des immunoglobulines. 

De la meme fagon, il est possible d'envisager Tassociation a un compose de 
formule generale I d'un agent marqueur de type biotine, rhodamine. folate par exemple 
sur la chaine laterale d'acide amine R5. Cet agent marqueur peut egalement etre une 
sequence peptidique ou pseudopeptidique lineaire ou cycHque comportant I'epitope 
Arg-Gly-Asp de reconnaissance des recepteurs primaires et/ou secondaires des 
proteines d'adhesion du type integrines, 

A titre illustratif des lipopolyamines revendiquees, on peut plus 
panicuiierement citer les composes suivants, decrits de maniere plus detail lee dans les 
exemples ci-apres: 

H2N(CH2)3NH(GH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
H2N{CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgNl(CH2)]7-CH3]2 
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H2N(CH2)3N'H(CH2)4N'H(CH2)3MHCH2COArg(Z)2Nf(CH2)17-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3N'HCH2COLys(rhodamine)N[(CH2)17-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NII(CH2)3NHCH2COLys(biotinyl)N[(CH2)17-CH3]2 
{ H2N(CH2)3 (2N(CH2)4N{ (CH2)3NH2 KCH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l 7-CH3I2 
5 {H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2KCH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)2}2N(CH2)2NHCH2COGIyN[(CH2)l7-CH3]2 
{ H2N(CH2)2 }2N(CH2)2NHCH2CON[(CH2)l 7-CH3J2 
NH2(CH2)?NH(CH2)4N[(CH2).NH2]CH,COGlyN[(CH2),7CH,h 
NH2(CH2hNH(CH2)4NH(CH2hNHCH2COLysNtfCH2),7CH,]: 

10 NH2(CH2):.NH(CH2)4NH(CH2)?NHCH2COLys[Cl-Z]N[(CH2),7CH,l, 
NH2(CH2).NH{CH2).NH(CH2),NrHCH2COLys [CHO]K[(CH2),7CH02 
NH2(CH2)3NH(CH2)4N'H(CH2)3NHCH2COLys [Cholestet>'l]N[(CH2)i7CH,l2 
NH2(CH2hNH(CH2)4NH(CH2)?NHCH2COLys [ArachidonyllN[(CH2)i7CH.l2 
NH2(CH2).N'H(CH2)4NH(CH2)..NHCH2COGIuNI{CH2)i7CH,l2 

1 5 NH:(CH2),NH(CH2)4NH(CH2)?NHCH2COGIu [N(CH,)2iN[(CH2),7CH02 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)..NHCH2COGlu [0-Bz]N[(CH2),7CH.,]2 
NH2(CH2hNH(CH2)4NH(CH2bNHCH2COGlu fGalaclosamide]N[(CH2)i7CH.v]2 
NH2(CH2)^NH(CH2)4NH(CH2hNHCH2COGlu fGlucosamideJN((CH,)nCH02 
NH2(CH2hNH(CH2)4N'H(CH2)?NHCH2COGlu [MannosamideJNKCHjjpCH:,]: 

20 NH2(CH2)..NH(CH2)4NH(CH2)>NH(CH2.hCON[(CH2).7CH.,]2 

NH2(CH2hNH(CH2)4NlI(CH2),NHCH2CONH{CH2).CON[(CH:),7CH,]: 

r^2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2bNHCH,COGlyNf{CH2)nCH,l: 
NH2(CH2)-.NH(CH2)4NH(CH2bNHCH2COGlyN((CH:),:Cl-!;j2 et 
NH2(CH2bNH(CH2)4NH(CH2hNHCH:COGlyN[(CH2),.CH,l2 

25 

A titre de composes paniculierement representatifs de la presente invention on 
peut plus notammem cite dont la formule generate est representee ci-apres 
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Dans le cadre de la presente invention, iJ a en outre ete developpe une 
methodologie originale en phase solide pour preparer des polyamines fonctionnalisees 
assymetriques dont derivent les lipopolyamines selon 1' invention. 

20 
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15 

Classiquement. Tacces aux polyamines fonctionnalisees assymetriques est limite 
par la necessite d'introduire selectivement des modifications dans des polyamines 
symetriques lineaires ou branchees. Les differences chimiques entre les groupies amines 
primaires et secondaires d'une polyamine requierent une grande selectivite pour 
5 effectuer des reactions telles que des alkylations, des additions de type Michael ou des 
acylations. De plus, la selectivite imposee par de telles differences chinniques n'est pas 
compatible avec ime alkylation seleaive dans un groupe de plusieurs amines primaires 
et secondaires. comme on en rencontre dans les polyamines. La reponse classique a de 
telles restrictions est de construire les polyamines fonctionnalisees assymetriques a 
10 panir de blocs monomeres portant d'un cote un groupe amine susceptible d'etre 
"polyamine" et de I'autre cote la fonction asymetrique convenablement protegee. Cette 
approche necessite done une strategic de synthese fastidieuse en plusieurs etapes et en 
particulier une protection orthogonale des groupes fonctionnels. 

15 La methode developpee dans le cadre de la presente invention, a precisement 

pour objectif de s'affranchir des inconvenients rencontres jusqu'alors avec ce type de 
synthese. Elle a pour net avantage de conduire commodement et rapidement a des 
polyamines qui sont fonctionnalisees selectivement sur un unique groupe amine 
primaire par alkylation ou alkylation reductive des polyamines symetriques. 

20 Le principe du precede revendique est fonde sur I'emploi d'une methode de 

synthese en phase solide pour favoriser une reaction bimoleculaire entre le reactif 
alkylant et la polyamine, ce qui evite la polyalkylation de celle-ci. Plus precisement, la 
presente invention se rapporte a un procede caracterise en ce qu*il met en oeuvre le 
couplage d'au moins une fraction lipidique a au moins une fraction polyamine 

25 assymetrique, ladite fraction polyamine ayant au prealable ete obtenue par reaction 
bimoleculaire entre un agent alkylant lie covalemment a un support solide et une 
polyamine symetrique. Selon cene approche, le reactif alkylant est lie covalemment a 
un suppoa polymere par esterification ou amidation. La polyamine symetrique reagit 
avec I'agent alkylant en phase solide par une reaction bimoleculaire qui mene a la 

30 polyamine asymetrique mono-fonaionnalisee attachee au support. Les amines libres du 
produit sont habituellement protegees en phase solide par des groupes protecteurs de 
type BOC ou Z, et finalement les produits sont clives du support de phase solide. Ces 
acides polyamines sont, comme il convient, couples aux fractions lipidiques pour 
foumir les agents transfectants recherches. Pour ce couplage, il est possiblede mettre 

35 en oeuvre des agents de couplage peptidique usuels comme BOP, Pybop, BopCl et 
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DCC par exemple. La methodologie permet egalement d'assembler Tagent transfectant 
entier sur le support solide avec I'introduction eventuelJe de peptides traceurs, de 
sucres. ou de sondes fluorescentes dans les molecules. Bien entendu, il s'avere possible 
de jxoceder a ce type de greffage sur la lipopolyamine libre. 

La faisabilite de ia methode a ete demontree par la synthese de plusieure acides 
polyamines Uneaires ou branches assymetriques et fonctionnalises. 



La presente invention a egalement pour objet toute application iherapeutique 
10 des lipopolyamines telles que decrites precedemment , soit directement, soit au sein de 
compositions pharmaceutiques. 

Comme explicite precedemment, les composes de formule generate I s'averent 
tout particulierement interessants pour la transfection in vitro et in vivo d'acides 
15 nucleiques. Us compactent efficacement I'ADN et presentent avantageusement une 
toxicite tres reduite. 

Pour obtenir un effet maximal des compositions de I'invention. les proportions 
respectives du compose de formule generate I et de I'acide nucleique sont de 
preference determinees de maniere a ce que le rapport R, charges positives de la 
20 lipopolyamine consideree par charges negatives dudit acide nucleique soit optimal. Ce 
rapport optimal variant en particulier selon le mode d'utilisation a savoir in vivo ou in 
vitro et selon le type cellulaire a transfecter, il est optimise au cas par cas. Cene 
optimisation releve de la competence de Thomme de I'art. 

Dans les compositions pharmaceutiques de la presente invention, le 
25 polynucleotide peut etre aussi bien un acide desoxyribonucleique qu'un acide 
ribonucleique. II peut s'agir de sequences d'origine naturelle ou artificielle. et 
notamment d'ADN genomique, d'ADNc. d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences 
hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques d' oligonucleotides 
modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine humaine. animale, 
30 vegetale, bacterienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute technique connue 
de I'homme du metier, et notamment par criblage de banques. par synthese chimique, 
ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enz\'matique 
de sequences obtenues par criblage de banques. Us peuvent par ailleurs etre incorpores 
dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 
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Concemant plus particulierement ies acides desoxyribonucleiques. ils peuvent 
etre simple ou double brin de meme que des oligonuJeotides courts ou des sequences 
plus longues, Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques. des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
5 sequences antisens modifiees ou non. des regions de liaison a d'autres composants 
cellulaires, etc. 

Au sens de I'invention. ou entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre une proteine. un p>eptide» etc, Ce produit proteique peut 

10 etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est 
normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, Texpression d'une proieine pemnet par exemple de pallier une 
expression insuffisante dans la cellule ou I'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 

15 proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
celltilaire, ayant luie stabiliie accrue, une activite modifiee. etc. Le produit proteique 
peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine 
exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la 
cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie. ou stimuler une reponse 

20 immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons. TNF. etc (FR 9203120). les facteurs de 
croissance. Ies neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese. les 

25 facteurs irophiques : BDNF. CNTF. NGF. IGF, GMF. aFGF, bFGF. NT3, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947). la 
proteine CFTR associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, 
Rb, RaplA. DCC. k-rev. etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII. VIII. IX. les genes intervenant dans la 

30 reparation de TADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les 
genes de Themoglobine ou d'autres transporteurs proteiques. les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides. de type apolipoproteine 
choisie parmi les apolipoproteines A-I. A-II. A-IV. B, C-L C-II. C-III, D. E, F, G. H, 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoproteine lipase, la 

35 lipase hepaiique, la lecithine cholesterol acy I transferase, la 7 alpha cholesterol 
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hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides examine la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 
proteine de transfert des phospholipides. une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL. recepteurs des 
5 chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger.etc. 

L'acide nucleique therapeutique peut egalement etre un gene ou ime sequence 
antisens, dont I'expression dans la cellule cible permet de controler Texpression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent. par 
exemple. etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 
10 cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine. selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalement les sequences 
codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN 
cibles (EP321 201). 

Comme indique plus haul, l'acide nucleique peut egalement comporter un ou 
15 plusieurs genes codant pour un peptide antigenique. capable de generer chez lliomme 
ou I'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
rinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immuriotherapeutiques appliques a I'homme ou a I'animal. notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
20 antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr. du virus HIV, du virus de I'hepatite B 
(EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus, d'autres virus ou 
encore specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant I'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide 

25 antigenique dans la cellule ou Torgane desire. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de I'expression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 
sequences d'origine differenie (responsables de I'expression d'autres proteines, ou 
meme synthetiques). Notamment. il peut s'agir de sequences promotrices de genes 

30 eucaryotes ou viraux. Par exemple. il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme. il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes El A, MLP. CMV. RSV. etc. En outre, ces sequences 
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d'expression peuveni etre modifiees par addition de sequences deactivation, de 
regulation, etc. II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Par ailleurs. I'acide nucleique peut egalement comporter, en particuJier en 
amont du gene therapeutique* une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
5 synthedse dans les voies de secretion de la cellule cible. Cene sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle. ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment partictiJier de la cellule. 

10 Dans un autre mode de mise en oeuvre. la presente invention conceme des 

compositions comprenant un acide nucleique, une lipopolyamine telle que revendiquee 
et un adjuvant capable de s'associer au complexe lipopolyamine/acide nucleique et d'en 
ameliorer le pouvoir transfectant. La demanderesse a en effet montre que le pouvoir 
transfectant des lipop>olyamines peut etre de maniere inattendue augmente en presence 

15 de certains adjuvants (lipides, peptides ou proteines par exemple), capables de 
s'associer au complexe lipopolyamine/acide nucleique. 

Dans cette optique. les compositions de I'invention peuvent comprendre 
comme adjuvants un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont 
paniculierement avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La 

20 demanderesse a en effet montre que I'addition d'un lipide neutre jDermet dameliorer la 
formation des particules nucleolipidiques et. de maniere surprenante. de favoriser la 
penetration de la particule dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
invention sont des lipides a 2 chaines grasses. 

25 De maniere paniculierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 

synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologique. II peuvent etre choisis plus paniculierement parmi la 
dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) . Y oleoyl-palmitoylphos- 

phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl. -palmitoyU -mirystoyl 

30 phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols. les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides) , les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les 
asialoGMl et GM2). 
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Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
classiques bien connues de I'homme du metier. En particuJier. I'extraction des lipides 
natiirels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger. 
5 Biochemistry). 



Tres recemment. la demanderesse a demontre qu'il etait egalement 
particulierement avantageux d'employer a titre d*adjuvant, un compose intervenant ou 
non directement au niveau de la condensation dudit acide nucleique ( WO96/25508). 

La presence d'un tel compose, au sein d'une composition transfectante a base 
d'une lipopolyamine, permettait de diminuer considerablement la quantite en cat agent, 
avec les consequences benefiques qui en decoulent sur le plan toxicologique, sans 
porter un prejudice quelconque a I'activite transfectante de ladite composition. Au 
contraire, celle-ci possede avantageusement un niveau de transfection superieur. 

15 Par compose intervenant au niveau de la condensation de I'acide nucleique. on 

entend definir un compose compactant. directement ou non, I'acide nucleique. Plus 
precisement, ce compose peut soit agir directement au niveau de I'acide nucleique a 
transfecter soit intervenir au niveau d'un compose annexe qui lui est directement 
implique dans la condensation de cet acide nucleique. De preference, il agit 

20 directement au niveau de I'acide nucleique. 

Selon un mode de realisation prefere, cet agent inter\'enant au niveau de la 
condensation de Tacides nucleique est constitue, en tout ou partie, de motifs 
peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant 
varier entre 2 et 10. Dans la structure du compose selon Tinvention, ces motifs peuvent 
25 etre repetes de maniere continue ou non. C'est ainsi qu'ils peuvent etre separes par des 
liens de nature biochimique, par exemple un ou plusieurs acides amines ou de nature 
chimique. Un tel agent peut egalement deriver en tout ou partie d'une histone, d'une 
nucleoline. d'une protamine et/ou de Tun de leurs derives. 

30 Preferentiellement, les compositions de I'inveniion comprennent de 0.01 a 20 

equivalents d'adjuvant pour un equivalent d' acides nucleiques en poids/poids et, plus 
preferentiellement, de 0,5 a 5. 
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Les compositions selon rinvention peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par vole topique, cutanee. orale. rectale. vaginale. parenterale, 
intranasale, intraveinease, intramusculaire. sous-cutanee. intraociilaire. transdermique, 
etc, De preference, les compositions pharmaceutiques de Tinvention contiennent un 
5 vehicuJe pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe au niveau de I'organe desire, ou pour une administration par 
voie topique (sur peau et/ou muqueuse). U peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques. ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique. permettent la 

10 constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour Tinjection 
ainsi que le nombre d*administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents 
parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologic concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce qui conceme plus particulierement le mode d'administration, il peut 

15 s'agir soit d'une injection directe dans les tissus ou les voies circulatoires, soit' d'un 
traitement de cellules en culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou 
greffe. 

La presente invention foumit ainsi une methode particulierement avantageuse 
pour le traitement de maladies, comprenant Tadministration in vivo ou in vitro d'un 
20 acide nucleique apte a corriger ladite maladie associe a un compose de fonmule 
generale I dans les conditions definies ci-avant. Plus particulierement, cette methode 
est applicable aux maladies resultant d'une deficience en un produil proteique ou 
nucleique et I'acide nucleique administre code pour ledit produit proteique ou contient 
ledit produit nucleique. 

25 Elle s'etend a toute utilisation d'une lipopoiyamine selon I'invention pour la 

transfection in vivo ou in vitro de cellules. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples et 
figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

30 nOURES 

Fi gure (1): Mesiu-e de I'efficacite de transfection apres traitement de cellules 
NIH 3T3 (cellules embryonnaires de souris - fibroblastes) par differents lipides 
cationiques. 
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Figvfg (2) : Mesure de I'efficacite de transfection apres traitement de cellules 
SMC lapin (culture primaire de cellules musculaires lisses d'aorte de lapin) par 
differents lipides cationiques. 

Figurg (3) : Mesure de I'efficacite de transfection apres traitement de cellules 
5 3LL (carcinome pulmonaire de Lewis) par differents lipides cationiques. 

Figurg (4) : Mesure de I'efficacite de transfection apres traitement de ceUules 
NIH 3T3 (cellules embryonnaires de souris - fibroblastes) par differents Upides 
cationiques. 

Figurg (?) : Effet de la concentration en DOPE sur I'efficacite de transfection de 
10 cellules 3LL. 

Fi g ure (6) : Transfection de cellules NIH 3T3 avec des quantites variables 
d'ADN et un ratio nanomoles lipofectant/|jg d'ADN constant. 

15 ABREVIATI ONS ET .SYMROf F5; 

Acetate d' ethyle 
t- Butox>'carbony 1 

Benzotriazol-l-yloxytris (dimethylamino) phosphonium 
hexafluorophosphate 
Dicyclohexylcarbodiimide 
Dicyclohexyluree 
4-Dimethylaminopyridine 
Dimethylform amide 
Dimethyle sulfoxide 
Dioctadecylamine 
Ether de petrole 
Ethanol 
Triethylamine 

Coefficient de retention frontal 
Acide trifluoroacetique 
Tetrahydrofurane 
Tetramethy isi 1 ane 
Ultra-Violets 

Solid Phase Peptide Synthesis 
Chromatographic Liquide a Haute Pression 
Benzyloxycarbonyl 
p-Chlorobenzyloxycarbonyl 

40 



20 



AcOEt : 
BOC 
BOP : 



DCC : 
DCU : 
DMAP : 
DMF : 
25 DMSG : 
DODA : 
EP : 
EtOH : 

NEt3 : 
30 Rf : 

TEA : 

THF; 

TMS : 

UV : 
35 SPPS: 

CLHP; 

Z: 

CIZ: 
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A- MATERIELS ET METHODES POUR LES SYNTHESES CHIMIOUES 

1 MATERIEL 

a) Composes 

5 - Les polyamines de depart sent disponibles commercialement, par exemple: 
spermidine, spermine, tris (2-aminoethyle) amine, phenylene-diamine, diaminoethane 
(propane, butane, pentane. hexane. etc.). ou peuvent etre synthetisees par des 
methodes classiques. par exemple par cyanoethylation exhaustive d'amines disponibles 
dans le commerce telles que les diamino-ethane (propane, butane, pentane. hexane, 
10 etc.) amine, spermidine, spermine pour donner des polyamines branchees. 

- Les agents alkylants sont choisis en fonction de la methode d'alkylation comme suit: 
Pour une alkylation ciassique: I'acide bromoacetique. les acides a>halogeno 
carboxyliques. 

Pour une alkylation reductive: un acide oaldehyde-carboxylique. tel que I'acide 
15 glyoxalique. le semi-aldehyde succinique,etc.. ou un ceto- acide tel que I'acide aceto- 
acetique ou I'acide pyruvique. etc. 

- Les polymeres utilises sont des resines disponibles dans le commerce pour la synthese 
peptidique en phase solide (synthese de Merrifield). par exemple la resine d'O- 
Chlorotrityl chlorure. la resine HMP. qui foumissent des produits portant des 

20 fonctions acides libres ou une resine de type Rink. Les acides polyamines peuvent etre 
synthetises directement sur un peptide presvwhetise sur la phase solide et portant une 
fonction bromo-alkyl ou un acide w-aldehyde. 

- Les dioctadecylamine. triethyl amine, trifluoroacetique, BOP. DMAP. chlorofonmate 
de benzyle de chez Aldrich.sont des produits commerciaux. Les solutions de NaCl et 

25 NaHC03 sont saturees; la solution de KHSO4 est de 0.5 M 

b) Mesures Physiques. 

Les spectres de RMN Proton ont ete enregistres sur des spectrometres Bruker 400 et 
600 MHZ. 

30 Les spectres de masse ont ete realises sur un API-MS/IIL 

c) Techniques de chromatographic 

Les analyses CLHP sont realisees sur un appareil Merck-Hitachi equipe d'un 
autosampler AS-2000A. de une pompe inteligent L-6200A et de un detecteur UV-vis 
35 L-4000 avec longueur d'onde reglable mise a 220 nm pour separations analitiques et a 
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235nm pour separations preparatives, Les colonnes pour les separations analytiques 
sont des colonnes BU-300 aquapore Butyl 7m, 300 A 300x4,6 mm. de chez Perkin- 
Elmer et pour les separations preparatives des colonnes Biosil CI 8 HL 90-10 250x10 
mm de chez Biorad. Les phases mobiles sont H2O (0.1 % TFA) et Acetonitrile (0.1% 
5 TFA). Le debit pour les analyses analytiques est regie a 1 ml/min et pour les 
preparatives a 4 ml/min. 

Les c hromatographies sur couche mince (CCM) ont ete effectuees sur des plaques de 
gel de silice Merck de 0.2 mm d' epaisseur. 

10 

. Les chromatographies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
granulometrie 0.063-0»200 mm, 

EUes sont revelees soit aux UV ( 254nm a la ninhydrine, en vaporisant (spray 
leger) une solution ethanolique de ninhydrine (40 mg / 100 ml EtOH) pour reveler 
15 les amines ou les amides en chauffant a ISO^'C, a la fluorescamine, en vaporisant une 
solution (40 mg / 100 ml Acetone) pour reveler les amines primaires ou a 1' iode. en 
recouvrant la plaque de poudre d' iode. 

. Les chromatographies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
20 granulometrie 0,063-0,200 mm. 



d) Technique de synthese en phase soiide SPPS 

La synthese en phase soiide est realisee dans un reacteur manuel de sy-nthese de 
25 peptides SPPS de fabrication artisanal et Tagitateur est un Flask Shaker modele A5- 
6021. L'evolution de couplage des polyamines a la phase soiide ainsi que revolution de 
la protection des polyamines dans la SPPS est suivie par le test de Kaiser [Kaiser, 
Colescolt, D.L., Bossinger, CD. and Cook, RL Anal. Biochem. 34(2). 595 (1970)]. 
La resine utilisee dans les exemples pour la SPPS est la Chlorotrityl chloride Resin de 
30 Chez NOVABIOCHEM-Suisse. 



35 



wo 97/18185 



PCT/FK96/0I774 



25 

2- MODE OPERATOIRE GENERAL 

a)-Synthese de polyamines symetriques Ulustree par la preparation de la (N,N- 
N\N*-Tetraaminopropyl) 1-4-diamino butane: 

5 

Dans un baUon tricol de 2 litres, on charge 147 gr de 1-4-diammo Butane et 1000 ml 
d'eau demineralisee. La solution est soumise a une agitation magnetique. Par 
rintermediaire d*une ampoule isobare on charge 443 gr d'acrylonitril en 1 heure en 
conserv'ant la temperature a 38 C*^. On monte ensuite un condensaieur pour reflux et 

10 on porte la masse a 80 C° avec un bain-marie durant 1 heure. Le test fluorescamine 
s'avere negatif et I'exces d'acrylonitril est evapore in vacuo a 40 C^. 
On obtient deux phases. La phase organique inferieure est separee, lavee par 300 ml 
d'eau et transvasee dans un ballon de 1000 mL On ajoute 170 ml d'un melange 
eau/methanol (1:1 v/v). On laisse cristalliser la nuit. Le lendemain, les cristaux soni 

15 f litres sur verre fritte de porosite 3 de 500 ml. L 

Le gateau est lave sur le verre fritte avec du methanol (2x170 ml.) et de Tether (2x150 
ml.). Le produit est seche en plateau au dessicateur sous vide (26 mm) pendant une 
nuit. On obtient ainsi 461 gr du produit (rendement 93%). Le produit a ete analyse par 
RMN et MS et les analyses sont compatibles. Le produit est hydrogene sans autre 

20 purification. 

Dans un autoclave inox de 1 litre on charge 30 gr du polynitrile precedent (0.1 mol). 
On prepare en meme lernps dans un becher une solution de 140 ml d'ethanol (95%) et 
de 8 gr de NaOH (0.2 mol). Lorsque la soude est solubilisee. on charge cette solution 
dans Tautoclave. De Tazote est passe dans Tautoclave et on charge 8 ml de Nickel de 

25 Raney sur charbon. L* autoclave est ferme. La pression initiale d'hydrogenation est de 
52 at. et elle descend a 28.5 en 5 heures a temperature ambiante. La suspension est 
filtree sur papier, le filtre est lave avec de Tethanol (2x25 ml), les filtrats sont 
concentres a sec in vacuo, L'huile est melangee avec 30 ml d'eau et extra ite par 100 ml 
de CH2CI2. La phase organique est sechee sous MgS04. filtree puis evaporee in 

30 vacuo. On obtient une huile fluide jaunatre (27 gr rendement 85 %). 

Le produit a ete analyse par CCM (monotache). RMN et MS et les analyses etaient 
compatibles. Le produit est utilise sans autre purification. 
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b)- Methode A: Ancrage de une fonction acide sur le support polymerique: 

De la resine Chlorotrityl chloride (5 gr. 1.2 mmoi Cl/gr. resin) est chargee dans un 
reacteur SPPS, 50 ml de CH2CI2 sent ajoutes et le melange est agite pendant 5 mn. De 
I'acide bromoacetique (1.05 gr, 7 mmol) est ajoute, suivi de DIEA (0.95 ml.. 7.5 
mmol), Le reacteur est agite pendant deux heures a temperature ambiante. Le liquide 
est filtre et la resine est lavee avec CH2CI2 et iPrOH (10x50) et MeOH (2x50ml). 
Enfin. la resine est sechee sous un courant d'azote. 



c)- Methode B : Reaction des poiyamines avec la bromoacetyl-resine: 



La polyamine (10 exces molaires) est dissoute dans 50 ml CH2CI2 et chargee dans le 
reacteur conienant le produit obtenu par la methode A. Le reacteur est agite pendant 2 
15 hr. a temperature ambiante. Le solvant est filtree et la resine lavee avec CH2CI2 et 
iPrOH (10x50 ml), le test de Kaiser est positif. 



d)- Protection des polyamino acides sur la resine: 

20 

Methode C : 

Les Di-tert-butyl dicarbonate (48 mmol) et DIEA (50 mmol) sont dissous dans 
CH2CI2 (50 ml) et charges dans le reacteur contenant le produit obtenu selon la 
methode B. Le reacteur est agite pendant une nuit. Le lendemain le test de Kaiser est 
25 negatif. Le solvant est filtre et la resine est lavee altemativement avec CH2CI2 et 
iPrOH (10x50 ml), MeOH (2x50 ml) et ether (2x50 ml). La resine est sechee sous une 
courant d'azote. Le test de Kaiser est toujours negatif, 

Methode D : 

30 La resine obtenue par le methode B (1.5 gr) est chargee dans un ballon et CH2a2 (20 
ml) est ajoute, suivi par DIEA (20 mmol). Le melange est soumis a agitation 
magnetique et le chloroformate de benzyle (14 mmol) est ajoute goutte a goune 
pendant 5 min. Le pH est maintenu a 11 par addition de DIEA. Apres une nuit. la 
resine est passee dans un reacteur SPPS. filtree et lavee altemativement avec CH2CI2 

35 et iPrOH (10x20 ml) et ether (2x20 ml). La resine est sechee sous une courant d'azote. 
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e) - Methode E : Clivage des acides polyaminees protegees de la resine: 

Les resines obtenues par les methodes C et D sont chargees dans un ballon de 250 mi 
5 equipe d'un barreau magnetique. Une solution composee de 50 ml CH2Q2 et 25 ml 
CF3CH2OH est ajoutee et le melange est agite pendant 2 hr. La solution est filtree, la 
resine est lavee avec CH2CI2 (2x10 ml) et les phase organiques ainsi obtenues sont 
rassemblees et evaporees in vacuo. Les produits sont ensuit purifies par flash 
chromatographie sur SiOz avec comme eluant CHCl3A1eOH (9:1). Les fractions 
10 contenant les produits sont identifiees par CCM. (Pour de plus amples details voir les 
exemples ci-apres.) 

f) - Methode F : Couplage des acides aminees avec dilipidylamines: 

15 Boc-acide amine (10 mmol) et diJipidylamine C12-C22 (10 mmol) sont charges dans 
un ballon de 250 ml. CHCI3 (100 ml) est ajoute et le melange est agite jusqu'a 
dissolution complete. TEA (30 mmol) et BOP (33 mmol) sont ensuite ajoutes, Le pH 
est maintenu a 10 avec TEA et la reaction est agitee pendant 2 hr. Apres Tachevement 
de la reaction (CCM) le chloroforme est evapore et le solide est repris dans de I'acetate 

20 d'ethyle (300 ml). La phase organique est lavee avec KHSO4 (4x100 ml). NaHCOs 
(4x100 ml), et NaCl (4x100 ml). La phase organique est sechee sous MgSO^ filtree et 
evaporee in vacuo. Les produits sont analyses par CCM, NMR et MS et sont utilises 
sans d'autres purifications. Les rendements sont de Tordre de 90 

25 g)- Couplage des acides polyamines proteges avec diltpidyi acides amides et 
clivage des groupements de protection Boc et Z 

Methode G 

Le produit obtenue par le methode F (9 mmol) est charge dans un ballon equipe d'un 
30 barreau magnetique et du TFA froid (4 C°) est ajoute (30 ml). La solution est agitee 
pendant 1 hr. Le TFA est evapore in vacuo. Le produit est dissous par I'addition de 
DMF (70 ml). On ajoute du TEA (30 mmol) puis de Tacide polyamine protege obtenu 
par la methode E (9 mmol). Le pH est ajuste a 10 et BOP (33 mmol) est ajoute. La 
solution est agitee pendant 2 hr. et suivie par CCM. Apres I'achevement du couplage 
35 (CCM), une solution de KHSO4 est ajoutee (700 ml) el le produit est extrait avec 
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acetate d'ethyle (3x100 ml). La phase organique est lavee avec KHSO4 (3x50), 
NaHC04 (3x50) et NaCl (3x50 mO. sechee sous MgS04. filtree et evapore in vacuo, 
Les produits sont analyses par RMN. CCM et MS et sont dep/Dteges sans purification 
prealable. Du TFA (50 ml) est ajoute au produit et la solution est agitee pendant 1.5 
hr., ie TFA est evapore. Si ie produit contient encore de groupements Z ou CIZ qui 
sont pas clivables au TFA le methode H est suivie directement. Les produits finaux 
sont purifies par CLHP semipreparative( voir exemples). 

Methode H 

Les produits obtenus par le methode G contenant des groupe Z ou CIZ sont charges 
dans un ballon equipe d'un barreau magnetique et dissous dans 10 ml MeOH/gr 
produit. Les Pd/C (10 %, Igr/Gr produit) et formiate d ammoniumd gr/gr produit) 
sont ajoutes a temperature ambiante. L'hydrogenation est suive par CLHP. Apres 2 hr 
la reaction est finie, le melange est filtre et le filtre lave avec 10 ml MeOH. De Teau 
15 double distillee est ajoutee et la solution est congelee et lyophilisee. Les produits 
finaux sont purifies par CLHP preparative. 

h) Methode I de deprotection des groupements de protection Boc 

L'acide trifluoro acetique (50 ml) est ajoute au produit contenant des groupements 
Boc (1 mmol) dans un ballon. La solution est agitee pendant 1.5 hr, le TFA est 
evapore. L' amine est completement deprotegee et preie a remploi pour des couplaees 
sans autre purification. 



2"^ B-MATERIEL ET METHODE POUR L^ETUDE BIOLOGtOUE: 

1 PLASMIDES UTILISES POUR LE TRANSFERT DE GENES IN \aTRO 



20 



30 



Le plasmide pCMV-LUC est une construction derivee, soit du piasmide pGL2-Basic 
Vector (Promega), soit du plasmide pGL2-Control Vector (Promega) par insertion 
d'un fragment Mlu I-Hind III contenant le promoteur du Cytomegalovirus humain 
(CMV) extrait du plasmide vecteur pcDNA3 (Invitrogen). 
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2 PROTOCOLE DE PREPARATION DES SOLUTIONS UTILISEES POUR LA 
TRANSFECTION 

Les produits decrits dans Tinvention sont mis en solution a 20 mM dans rethanol ou 
5 dans I'eau ,puis dilues dans I'eau en s'assurant que la concentration ethanolique finale 
est inferieure a 10%, 

Les solutions d'acide nucleique diluees en serum physiologique (NaCI 0,1 5M) sont 
ajoutees aux solutions de lipofectant dans un rapport 1/1 (v/v). Apres homogeneisation 
au vortex at incubation 15 minutes a temperature ambiante les solutions 
10 ADN/lipofectant sont distribuees a 9% (v/v) final dans les puits ou les cellules ont ete 
lavees par du milieu de croissance depourvu de proteines (serum) et remises en 
croissance en milieu depourvu ou non de serum. 

15 C MATERIEL POUR LES ESSAIS IN VIVO 

1 MATERIELS 

a) Model es experimentaux: 

20 - souris C57/BL 6 adultes (>8 semaines) femelles 

- tumeurs de type 3LL (Lewis Lung carcinoma) obtenues par passage de fragments de 
tumeur d'animal a animal, implantes sous la peau au niveau du flanc. 

b) Piasmides utilises: 

25 pXL 2622: il derive du pGL2 basic, (Promega) dans lequel le promoteur du 
cytomegalovirus (CMV) extrait de pCDNA3 (Invitrogen) a ete insere en amont du 
gene codant pour ia luciferase. Ce plasmide est obtenu par le technique de 
precipitation au PEG (Ausubel), et stocke dans du Tris lOmM EDTA ImM pH 8 a 4 
^'C a une concentration d'environ 10 |ag d'ADN par |J. 

30 

2 PROTOCOLES 

Solutions injectees : UADN a transfecier est d'abord solubilise dans le tampon, le 
peptide (KTPKKAKKP)2 SEQ ID N°l est alors ajoute, et apres 20 minutes une 
35 solution de lipides cationiques a forte concentration (20 ou 40 mM) est ajoutee au 
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melange. Apres addition de tous les produits. le melange coniient. outre I'ADN ( en 
concentration finale de 0,5mg/ml), le peptide (0.75mg/ml) et le lipide cationique. NaCl 
150mM. D-Glucose 5% et MES 5mM pH 6,2. L'injection est realisee 20 a 30 minutes 
apres la preparation de la solution. 



EXEMPLE I: 

Synthese de H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIyNI(CH2)i7CH3l2 (6) 

a- Synthese de Tacide {Boc-(3-(Boc.{4-[Boc-(3-Boc-amino-propyl).aminoI- 
butyUamino) propyl]-amino}-acetique (3) 



La resine obtenue selon la methode A est mise a reagir avec la spermine selon les 
methodes B, C et E. Le produit protege est purifie par chromatographie sur Si02. Le 
1 5 rendement est de 40 %. 

CCM: Rf= 0.32 (CHCl3/MeOH, 9:1) 

£LHP, R,= 4,22 min. (H20/MeCN: 3 min (40/60], 3-20 min fO/100], 35 min (0/100] 
Spectre de R M N 1 H (400 MHz, (€03)280 d6 avec ajout de quelques gounes de 
CD3COOD d4. d en ppm) : 1,40 (4 s. 36H : C(CH3)3) ; 1.46 (mt, 4H : CH2CH2 
centraux du butyle) ; 1,64 et 1,74 (2 mts. 2H chacun : CH2 central des propyles) ; 
2.96 (t, J = 7 Hz. 2H : CH2NCOO) ; 3.15 (mi, 8H : CH2NCH2) ; 3.23 (t, J = 7.5 Hz. 
2H : CH2NCOO) ; 3,83 (s. 2H : OCONCH2COO). 
MH-^: 661 



b- Synthese de I'acide (Z-|3-(Z-{4-(Z-(3-Z-amino-propyl)-aminol.butyUamino) 
propyl]-amino)-acetique (4) 

La resine obtenue selon la methode A est mise a reagir avec de la spermine selon les 
methodes B, C et D. Le produit protege est purifie par chromatographie sur Si02. Le 
rendement est de I 'ordre de 20 %. 

CCM: Rf= 0,85 (CHCiyMeOH, 8:2) 

CLHP, R,= 6.92 min, (H20/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
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Spectre de R M N ^ H (400 MHz. (003)280 d6, a une temperature de 413K, d en 
ppm) : 1.49 (mt. 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; 1,74 et 1.81 (2 mts. 2H chacun : 
CH2 central des propyles) ; 3.07 (q. J = 7 Hz. 2H : CH2NCOObenzyle) ; de 3.15 a 
3,30 (mt, 8H : CH2NCH2) : 3.33 (t, J = 7.5 Hz. 2H : NCH2COO) ; 3.70 (s. 2H : 
5 OCONCH2COO) ; 5,07 - 5,10 - 5,12 et 5.13 (4 s. 2H chacun : ArCH20CON) ; 6.65 
(mf, IH : NHCO) ; de 7,25 a 7,40 (mt. 20H : H aromatiques). 
MH-^: 797 

c- Boc-Gly-dioctadecylamide. (5) 

10 Le Boc-Gly est couple a la dioctadecylamine selon la methode F, rendement de 90 % 

CCM : Rf = 0.9 (CHCls/MeOH, 9:1) 
MH^= 679 

Spectre de R M N ^ H (300 MHz, CDCI3, d en ppm) : 0.89 (t. J = 7 Hz. 6H : CH3) ; 
15 1,29 (mt, 60H : CH2 centraux des chaines grasses) ; 1.49 (s, 9H : C(CH3)3) ; 1.55 
(mt. 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 3,15 et 3.33 (2 t, J = 7.5 Hz. 2H chacun : 
NCH2 des chaines grasses) ; 3.95 (d . J = 5 Hz. 2H : OCONCH2CON) ; 5,57 (mf, IH 
: CONH). 

20 d- H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIyN|(CH2)i8l2 (6) 

Les produits (3) et (5) ou (4) et (5) sont couples selon la methode G. Les produits 
sont deproteges comme decrit dans la methode G pour le produit protege Boc et 
methode H pour le produit protege Z. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

25 

CLHP. R,= 15.35 min. (HaO/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
BYK 2 053Spectre de R M N 1 H (400 MHz. (CD3)2SO d6 avec ajout de quelques 
gounes de CD3COOD d4. a une temperature de 300K. d en ppm) : 0,83 (t, J = 7 Hz, 
6H : CH3) ; 1,23 (mt, 60H : CH2 centraux des chaines grasses) ; 1,43 et 1,53 (2 mts, 
30 2H chacun : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1.63 (mt, 4H : CH2CH2 centraux du 
butyle) : 1.96 (mt. 4H : CH2 central des propyles) ; 2.93 - 3.00 et 3.22 (3 mts. 16H en 
totalite : NCH2) : 3,83 (s. 2H : NCH2CON) ; 4,03 (s. 2H : CONCH2CON). 
MH1=821 



35 



EXEMPLE 2: 
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Synthese de H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2>3NHCH2CONI(CH2)i8l2 <7) 

Le produit (3) est couple avec la dioctadecylamine selon la methode F et deprotege 
salon la methode G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions 
5 analysees par CLHP. 

CLHP. R,= 15.2 min. (HaO/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Spectre de R M N 1 H (400 MHz, dans un melange 2/3 de CF3COOD et 1/3 de 
CD3COOD d4, d en ppm) : 0.78 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3) ; 1,20 (mt, 60H : CH2 
10 centraux des chaines grasses) ; 1,52 (mt, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1,80 
(mt, 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; 2,23 et 2.32 (2 mts, 2H chacun : CH2 
central des propyles) ; de 3,10 a 3.40 (3 mts. 16H en total ite : NCH2) ; 4.15 (s. 2H : 
NCH2CON). 
MH1=764 

15 

EXEMPLE 3: 

Synthese de H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN|(CH2)i8l2 <9) 

a- BoC'Arg(Z2)dioctadecylamide. (8) 

20 Le produit est synthetise par couplage de BocArg(Z2) et de dioctadecylamine par la 
methode F avec un rendement de 9 1 % 
CCM Rf= 0.9 (CHC13/MeOH. 9: 1 ) 
MH-^= 1046 

25 b- H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN((CH2)i8l2 (9) 
Le produit (3) ou (4) est couple au produit (8) par la methode G et deprotege par la 
methode G (Boc) et/ou H (Z). Le produit final est purifie par CLHP semipreparative 
et les fractions analysees par CLHP analytique. 

CLHP . R,= 13.83 min, (HaO/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
30 Spectre de R M N ■ H (400 MHz, (CD3)2SO d6, 6 en ppm) : 0,90 (i. J = 7 Hz. 6H : 
CH3) ; 1.28 (mt, 60H : CH, des chaines grasses) ; de 1,40 a 1.80 (mt. 12H : CH,) ; 
1.93 (mt. 4H : CH, central des propyles) ; de 2,80 a 3.10 (mt. 16H : NCH, et NCH, 
des chaines grasses) ; 3.42 (mt, 2H : CH.N de I'amido) ; 3.77 (mt. 2H :NCH,CON) ; 
4.67 (mt. IH : NCHCON) : de 6.80 a 7.50 (mf etale, 2H : NH,) ; 7.78 - 7.92 - 8.80 et 
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9.03 (respectivement mt et 3mfs. respectivement IH - 2H - 4H et IH : CONH - NH 
et NH,). 
MHll 920 

5 EXEMPLE 4: 

Synthese de H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArg(Z)2N|(CH2>i7- 
CH3I2 (10) 

Le produit (3) est couple au produit (8) par la methode G et les groupes Boc clives 
10 par la meme methode. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions 
analysees par CLHP analytique 

CLHP . Rt= 17.75 min. (H20/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
Spectre de R M N ^ H (400 MHz, (CD3)2SO, d en ppm) : 0,87 (t, J = 7 Hz, 6H : 

15 CH3) ; 1,25 (mt, 60H : CH2 centraux des chaines grasses) : 1,40 et 1.57 (2 mts, 2H 
chacun : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1,65 (mt. 8H : CH2CH2 centraux des 
butyles) ; 1.95 (mt. 4H : CH2 central des propyles) ; de 2,85 a 3,05 (mt, 14H en 
totalite : NCH2) ; 3.23 (t, J = 7,5 Hz, 2H : NCH2) : 3.75 (s, 2H : NCH2CON) ; 3,85 
et 3,95 (2 mts. IH chacun : CH2NC) : 4,67 (mt. IH : CONCHCON) ; 5,07 et 5,25 

20 (respectivement AB limite et s. J = 13.5 Hz. 2H chacun : NCOOCH2Ar) ; de 7,25 a 
7,45 (mt, lOH : H aromatiques) ; 7.95 - 8.85 - 9,00 et 9.20 (4 mfs : H echangeables). 
MH-^: 1188 



EXEMPLE 5: 

25 Synthese de H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys<rhodaminc)N|(CH2)i7- 
CH3I2 (i3) 

a- Boc-Lys(Z)dioctadecylamide (11) 

Le produit a ete synthetise par couplage de BocLys(C!Z) avec le dioctadecylamine par 
30 la methode F avec un rendement de 89 %. 



CCM . Rf= .92 (CHC13/MeOH, 9:1) 
MH+: 918 
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b-BocHN(CH2)3NBoc(CH2)4NBoc(CH2)3NBocCH2COLys(ClZ)Nl(CH2)l7-CH3l2<12) 
Le produit (3) est couple au produit (11) par la methode G (sans la deprotection du 
Boc). 

Spectre de R M N ^ H (400 MHz, (€03)280 d6, a une temperature de 423 K, d en 
5 ppm) : 0.92 (t. J = 6.5 Hz. 6H : CH3) ; 1.32 (mt. 60H : CH2 centraux des chaines 
grasses) ; 1.44 (2 s, 36H en totaJite : C (CH3)3) ; de 1.50 a 1.80 (mt. 16H : 1 CH2 de 
chaque chaine grasse - CH2CH2 centraux du butyle - CH2CH2CH2 et CH2 central 
du propyle) ; 3,00 (q, J = 6,5 Hz. 2H : OCONCH2) ; 3,05 (q, J = 6,5 Hz. 2H : 
CH2NCOO) ; de 3,15 a 3,40 (mt, 14H : NCH2 des chaines grasses - CH2NCH2 et 
10 CH2NCH2CH2N) ; 3,80 (s. 2H : OCONCH2CON) ; 4.75 (mt, IH : CONCHCON) ; 
5,15 (s. 2H : NCOOCH2Ar) ; 5,97 et 6.53 (2 mts, IH chacun : OCONH et NHCOO) 
; 7,08 (d. J = 7.5 Hz . IH : CONH) ; de 7.30 a 7,50 (mts , 4H : H aromatiques). 

c-H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLvs(rhodaminc)Nl(CH2)i7-CH3J2(13) 
15 Le groupement CIZ sur la lysine du produit (12) est clive par la methode H. le produit 
ainsi obtenu est seche in vacuo et repris dans de Tether et rince avec NaHC03 et .NaCl. 
L'ether est seche sur de MgS04 et evapore in vacuo. 

77 mg (60 |_im) du produit deprotege sont dissous dans 3 ml de MeOH, le DIEA (64 

(jL ) est ajoute puis la tetramethyl rhodamine isothiocyanate (30 mg, 68 ^xm); la 
20 solution est agitee pendant 17 hr et la reaction est suivie par CCM. Le lendemain la 

solution est concentree a sec in vacuo. Le TFA (4ml) est ensuite ajoute et on laisse 

agiter pendant 1 hr. Le TFA est evapore et le produit brut est purifie par CCLHP 

semipreparative avec un rendement final de 30 %. 

CCM. Rf= 0.05 (MeOH) 
25 CLHP (semiprep ) R,= 61.55 min. (H20/MeCN: 3 min [100/0], 3-45 min lO/lOO). 45- 

140 min. [0/100], 

MH+:1335 

EXEMPLE 6: 

30 Synthese de H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(biorinyON((CH2)l7- 
CH3J2 (14) 

Le produit (12) est deprotege par la methode H (271 mg. 0.21 mmol) et dissous dans 
du DMF (10 ml), le DIEA (0,11ml) est ajoute puis la biotine (56,4 mg, 0.23 mmol) et 
35 le BOP (102 mg, 0,23 mmol; le pH est maintenu a 10 (DIEA) et la fin de la reaction 
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est verifiee par le test fluorescamine. Le produit est recupere comme decrit dans la 
methode F et deprotege sans autre purification avec TFA (5 ml) pendant 1 hr. Le TFA 
est evapore et le produit purifie par CHLP semipreparative avec un rendement de 50 

%. 

5 CLHP. R,= 13.12 min. (H20/MeCN: 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MHilllS 

EXEMPLE 7 

Svtithesc de {H2N(CH2)3)2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2COGIyN[(CH2)l7- 
10 CH3l2(16) 

a- {BocNH(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NHBoc)(CH2>3NBocCH2COOH (15) 

Le produit (1 ) est ancre sur le polymere par la methode B, protege par la methode C et 
olive de la resine par la methode E. Le produit est purifie sur Si02 avec un rendement 
15 de35%. 

CCM: Rf= 0.2 (CHCiyMeOH. 8:2) 

Spectre de R M N ^ H (400 MHz, (€03)280 d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4, a une temperature de 433K. d en ppm) : 1,42 (s. 36H : €(€113)3) ; 
1.56 (mt. 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; de 1,65 et 1.85 (mt, 8H : CH2 central 
20 des propyles) : 2,76 (mt. 12H : CH2N(CH2)2) : 3,06 (t. J = 6,5 Hz. 6H : OCONCH2) 
; 3,29 (mt, 2H : NCH2) ; 3.86 (s, 2H : OCONCH2COO). 
MH-^= 775 

b-{H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2)(CH2)3NHCH2COGIyN|(CH2)i7-CH3l2 
25 (16) 

Le produit (15) est couple avec le produit (5) selon la methode G. Le produit est 
deprotege par methode G et est purifie sur CLHP semipreparative, les fractions sont 
analysees par CLHP analytique et lyophi Usees. Rendement de 55 %. 
CLHP (semiprep.): R,= 38,72 min (H20/MeCN, 10 min[100/0]. 10-45 min [O/lOO], 

30 45-140 min [0/100] 

Spectre de R M N ^ H (400 MHz, (€03)280 d6, a une temperature de 386 K, d en 
ppm) : 0.90 (t. J = 7 Hz, 6H : CH3) : 1,30 (mt, 60H : CH2 centraux des chaines 
grasses) ; 1,55 (mt, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1.65 (mt. 4H : CH2CH2 
centraux du butyle) ; 1 ,97 (mt. 8H : CH2 central des propyles) ; de 2.80 a 3,05 - 3,06 

35 et 3,28 (respectivement mt et 2 t, J = 7,5 Hz, 18H - 2H et 4H : NCH2) ; 3,80 (s, 2H : 
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NCH2CON) : 4,03 (d. J = 5.5 Hz, 2H : CONCH2CON) ; de 6.00 a 9.00 (mf etale : 
NH2 et NH) : 8,27 (mt. IH : CONH). 
MH-^: 935 



5 EXEM RLE 8 
Synthese de: 

{H2N(CH2)3)2N(CH2)4N{(CH2)3NH2J(CH2)3NHCH2CON((CH2)i7-CH3l2 (17) 

II est synthetise comme le produit (7)en utiUsant le produit (15) a la place du (3). Le 
10 produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions anaJysees par CLHP 
analytique et lyophilisees. 

CLHP (semiprep.): R,= 38 min (H20/MeCN, 10 min(100/0]. 10-45 min [0/100], 45- 
140 min [0/100] 

Spectre de R M N 1 H (400 MHz. (€03)280 d6 avec ajout de quelques gounes de 
15 CD3COOD d4. d en ppm) : 0,88 (t, J = 7 Hz. 6H : CH3) ; 1.29 (mt, 60H : CH2 
centraux des chaines grasses) ; 1,52 (mt. 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1.68 
(mt. 4H : CH2CH2 centraux du butyle) ; de 1.90 a 2.10 (mt, 8H : CH2 central des 
propyles) ; 2.90 - de 2.95 a 3.15 -3.18 et 3.15 (respectivement t - mt et 2 t larges. J = 
7.5 Hz. 24H en totalite : NCH2) ; 4.02 (s, 2H : NCH2CON). 
20 MH-^= 878 



EXEMPLE 9 

Synthese de {H2N(CH2)2>3N(CH2)2NHCH2COGlyN[(CH2)i7-CH3l2 (19) 

25 a- {BocNH(CH2)2)2N(CH2)2NBocCH2COOH (18) 

II est synthetise comme le produit (15) en utilisant la trisiaminoehyUamine a la place 
du produit (1). Rendement 29 %. 
CCM. Rf= 0.55 (CHCl3/MeOH. 8:2) 

Spectre dg R M N ^ H (400 MHz. (€03)280 d6 a une temperature de 393 K. d en 
30 ppm) : 1.44 (s. 27H : C(CH3)3) ; 2.58 (t. J = 6,5 Hz, 4H : CH2NCH2) : 2.66 (t, J = 7 
Hz. 2H : NCH2) ; 3.04 (q. J = 6.5 Hz, 4H : OCONCH2) ; 3.28 (t. J = 7 Hz. 2H : 
OCONCH2) : 3,76 (s, 2H : OCONCH2COO) ; 6.06 (mf. 2H : CONH). 
MH+= 505 

35 b- {H2N(CH2)2J2N(CH2)2NHCH2COGlyN|(CH2)i7-CH3]2 (19) 
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II est synthetise comme le produit (17) en utilisant (18) a la place de (15) avec un 
rendement de 65%. 

CLHP. R,= 122 min , (H20/MeCN, 10 min[100/0]. 10-45 min [0/100], 45-140 min 
[0/100] 

5 Spectre de R M N ^ H (400 MHz, (CD3)2SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4. d en ppm) : 0,87 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3) ; de 1,15 a 1,35 (mt. 60H : 
CH2 centraux des chaines grasses) ; 1,45 et 1,55 (2 mts, 2H chacun : 1 CH2 de 
chaque chaine grasse) ; 2,64 (t, J = 5,5 Hz, 4H : CH2NCH2) ; 2,75 (t. J = 6 Hz, 2H : 
NCH2) ; 2.95 (t, J = 5,5 Hz, 4H : NCH2) ; 3,08 (t, J = 6 Hz. 2H ; NCH2) : 3.25 (mt, 
10 4H : NCH2 des chaines grasses) ; 3.88 (s, 2H : NCH2CON) ; 4.06 (d. J = 5 Hz, 2H : 
CONCH2CON) ; 7,75 (mf etale residuel : NH) ; 8,68 (t residuel, J = 5 Hz : CONH). 
MH-)-= 765 



15 EXEMPLE 10 

Synthesede (H2N(CH2)2)2N(CH2)2NHCH2CONl(CH2)i7-CH3l2 (20) 

II est synthetise comme le produit (19) en utilisant le dioctadecylamine a la place de 
(5). Rendement de 73 %. 
20 CLHP . Rt= 100.1 min, (H20/MeCN, 10 minllOO/0], 10-45 min [0/100], 45-140 min 
[0/100] 
MH+= 708 



25 EXEMPLE 1 1 

Synthase deNH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)jNHCH2COLysN[(CH2),7CHjh (21) 
<RPR 127888 A) 

Le produit (12) est deprotege par la methode H (CI-Z), suivie de la methode I. Le 
30 produit final est purifie par CLHP semi preparative et les fractions analysees par CLHP 
analytique. 

CLHP . Rt= 11.76 min.iHjO/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH*:892 

Spectre de R M N ^H (400 MHz. (CD3)2SO d6. a une temperature de 393K, d en 
35 ppm) : 0.91 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3 des chaines grasses) ; 1,31 (mt. 60H : (CH2)i5 



BNSDOCID:<WO 971818SA1> 



wo 97/18185 



HCT/FR96/01774 



38 

centraux des chaines grasses) ; de 1,35 a 1,75 (mt, lOH : 1 CH2 de chaque chaine 
grasse, (CH2)3 centraux du lysyle) ; 1.75 (mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 2.00 
(mt, 4H : CH2 des propyles) ; 2,82 - 2.98 - 3,06 et de 3.10 a 3.50 (respectivement 2 t 
- mt et 2mfs. J = 7 Hz. 18H en totalite : NCH2 du lysyle - NCH2 du butyle - NCH2 des 
5 propyles et NCH2 des chaines grasses) ; 3.62 (s. 2H : NCH2CON) ; 4.73 (q. J = 7 Hz, 
IH : CONCHCON du lysyle) ; 8.18 (d. J = 7 Hz, IH : CONH du lysyle). 

EXEMPLE 12 

10 Synthese de NH2(CH2),NH(CH.)4NH(CH2),NHCH2COLys(Cl-Z)N[(CH2),7CHjl2 
<22) (RPR 122759 A) 

Le produit (12) est deprotege par la methode I. Le produit final est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP analytique. 
15 iCLHP. Rt= 16.79 min,(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH^1060 

Spectre de R M N ^H (400 MHz. (€03)280 d6, a une temperature de 373K. d en 
ppm) : 0,91 (t, J = 7 Hz, 6H : CHj des chaines grasses) ; 1,31 (mt. 60H : (CH2),5 
centraux des chaines grasses) ; de 1,30 a 1,75 (mt, lOH : 1 CH2 de chaque chaine 

20 grasse, (CH2)j centraux du lysyle) ; 1.72 (mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 1,95 
(mt. 4H : CH, des propyles) ; 2,98 - 3.06 et de 2.90 a 3,50 (respectivement 2 mts et 
mf, 18H en totalite : NCH, du lysyle - NCH, du butyle - NCH2des propyles et NCH, 
des chaines grasses) ; 3.59 (s, 2H : NCH2CON) ; 4,75 (q, J = 7 Hz. IH : 
CONCHCON du lysyle) : 5,16 (s, 2H : COOCH2Ar) ; 6.85 (mf, IH : OCONH) ; de 

25 7,35 a 7,55 (mt. 5H : H Aromatiques) ; 8,15 (mf, IH : CONH du lysyle). 



EXEMPLE 13 
Synthese de 

30 NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2),NHCH2COLys(CHO)N|(CH2),7CH3l2 (24) (RPR 
122760 A) (24). 

a-NHBoc(CH2)3NBoc(CH2)4NBoc(CH2),NBocCH2COLysNI(CH2),7CH3l2 (23) 
Le produit (12) est deprotege par la methode H (Cl-Z) avec rendemeni de 65% et 
35 utilise sans autre purif icatigp. 
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CLHP . Rt= 20.82 min.lHzO/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100]. 35 min [0/100] 

b- NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)jNHCH2COLys(CHO)NI(CH2),7CHjl2 (24) 
Le produit (23) est couple avec I'acide formique par la methode G. Le produit est 
5 purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP analytique. 
CLHP . Rt=13.60 mm.(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH*: 920 

Spectre de R M N ^H (400 MHz, (CD3)2SO d6. a una temperature de 383K. d en 
ppm) : 0.92 (t, J = 7 Hz. 6H : CH3 des chaines grasses) ; 1,31 (mt. 60H : (CH2)i5 

10 centraax des chaines grasses) ; de 1,35 a 1,70 (mt. lOH : 1 CH2 de chaque chaine 
grasse. (CH2)j centraux du lysyle) ; 1.73 (mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 1.98 
(mt. 4H : CH2 des propyles) : de 2.85 a 3,50 (mt. 18H : NCH2 du lysyle - NCH? du 
butyle - NCH2des propyles et NCH2 des chaines grasses) ; 3,62 (s. 2H : NCH2CON) : 
4.75 (mt, IH : CONCHCON du lysyle) ; 7,60 (mf, IH : CONH) ; 8.05 (s large, IH : 

15 CH de I'aldehyde) ; 8.18 (mf, IH : CONH du lysyle). 



EXEMPLE 14 
20 Synthese de 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys[CholesteryIlN[(CH2)i7CH3]2 (25) 
(RPR 128142 A) 

Le produit (23) est couple avec du cholesieryl chloroformate selon la methode G 
25 (sans utilisation du reactif BOP). Le produit est purifie par CLHP semipreparative et 
les fractions analysees par CLHP analytique. 

CLHP, Rt=21.66min.(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH*: 1304 



30 SpectredeRMN ^H (600 MHz, (CD3)2S0 d6, d en ppm) : 0,68 et 0.98 (2 s. 3H 
chacun : CH3 en 18 et CH3 en 19 du cholesteryle) ; 0.86 (mt, 12H : CH3 des chaines 
grasses et CH3 en 26 et 27 du cholesteryle) ; 0,91 (d, J = 7 Hz, 3H : CH3 en 21 du 
cholesteryle) ; 1,31 (mt. 60H : (CH2)i5 centraux des chaines grasses) ; de 0.80 a 2.30 
(mt. 42H : 1 CH2 de chaque chaine grasse - CH2 en 1.2, 4. 7, 11, 12, 15. 16, 22, 23 

35 et 24 du cholesteryle - CH en 8, 9, 14, 17, 20 et 25 du cholesteryle - (CH2)3 centraux 
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du lysyle et CH2 des propyles) ; 1.65 (mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 2.88 et 
2,96 (2 mts, 14H en totalite : NCH2 du lysyle - NCH2 du butyle - NCHjdes propyles) 
; de 3,20 a 3.50 (mt. 4H : NCH2 des chaines grasses) ; 3,64 (s, 2H : NCH2CON) ; 
4,23 (mt. IH : CH en 3 du choiesteryle) ; 4,63 (mt, IH : CONCHCON du lysyle) ; 
5 5,30 (mt, IH : CH en 6 du choiesteryle) ; 6,98 (mt, IH : NHCOO) ; 7.90 (mt, IH : 
CONH du lysyle) ; 8.60 a 9.10 (mfs echangeables). 



10 EXEMPLE 15 
Synthese de 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2>,NHCH2COLys|Arachidonyl|N|(CH2),7CH3l:(26) 
(RPR 130605) 

15 Le produit (23) est couple avec de I'acide arachidonique sous courant d'azote et a 
I'abris de , la lumiere selon la methode G. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP analytique. 
£LHP, Rt=20.67 min.(H20/MeCN: 3 min [60/40]. 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH": 1177 

20 Sp^tre de R M N (400 MHz. (CDj)2SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4, a une temperature de 393K. d en ppm) : 0,90 (t. J = 7 Hz, 6H : CH3 
des chaines grasses) ; 0.91 (t. J = 7 Hz. 3H : CH3 de Tarachidonyle) ; 1.31 (mt. 60H : 
(CH2)i5 centraux des chaines grasses) ; de 1.35 a 1.75 (mt. 18H : 1 CH2 de chaque 
chaine grasse - (CH2)3 centraux et CH2 central de I'arachidonyle et (CH2)3 centraux 

25 du lysyle) ; 1.75 (mt. 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 2.02 (mt. 4H : CH: des 
propyles) ; 2.10 (mt. 6H : COCH2 et les deux =CCH2 de I'arachidonyle) ; 2.80 - 2.97- 
3.06 et de 3,10 a 3.50 (respectivement mt - 1 - mt et 2 mfs. J = 7 Hz, 24H en totalite : 
=CGH2C= de I'arachidonyle - NCH2 du lysyle - NCH2 du butyle - NCH, des propyles 
et NCH2 des chaines grasses) ; 3.62 (s. 2H : NCH2CON) ; 4.73 (dd, J = 8 et 5 Hz, IH 

30 : CONCHCON du lysyle) ; 5,38 (mt, 8H ; CH=CH de Tarachidonyle). 



EXEMPLE 16 

Synthese de NH2(CH2),NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIuNI(CH2),7CHj]2 (28) 
35 (RPR 126097 A) 
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a- Boc-Glu(0-Bz)-dioctadecylamine (27) 

Le produit est syntheiise par couplage de Boc- GLU(OBz) et de dioctadecylamine par 
la methode F avec xin rendement de 90 % 
5 CCM Rf= 0,88 (CHCl3/MeOH, 9:1) 

b- NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3WHCH2COGIuNf(CH2),7CH3l2 (28) 
Le prcxJuit (3) ou (4) est couple au produit (27) par la meihode G, suivie de la 
methode H (deprotection Cl-Z). Le produit final est purifie par CLHP semipreparaiive 
10 et les fractions analysees par CLHP analytique. 

CLHP . Rt= 14.64 min.(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100]. 35 min [0/100] 
MH ": 893 

Spectre de R M N ^H (400 MHz, (CD3)2SO d6. a une temperature de 383K, d en 
ppm) : 0,90 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3 des chaines grasses) ; 1,30 (mt, 60H : (CH2)i5 

15 centraux des chaines grasses) ; 1,56 (mf, 4H : 1 CH2 de chaque chalne grasse) ; de 
1,60 a 2,00 (mt. 2H : CH2 central du gluiaryle) ; 1.73 (mt, 4H : (CH2)2 centraux du 
butyle) ; 1.98 (mt, 4H : CH2 des propyles) ; 2.32 (t, J = 7 Hz, 2H : COCH2 du 
glutaryle) ; 3.00 - 3.06 et 3,45 (respectivement t et 2 mts. J = 7 Hz, 16H en totalite : 
NCH3 du butyle - NCH2des propyles et NCH2 des chaines grasses) ; 3,65 (s large. 2H 

20 : NCH2CON) ; 4,85 (mt. IH : CONCHCON du glutaryle) ; 8.19 (s large. IH : CONH 
du glutaryle). 



EXEMPLE 17 
25 Synthese de 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu(0-Bz)Nl<CH2),7CH3l2 (29) 
(RPR 123027 A) 

Le produit (3) est couple au produit (27) et deprotege par la methode G (Boc).Le 
30 produit final est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP 
analytique. 

CLHP . Rt= 16.02 min,(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100]. 35 min [0/100] 
MH ": 983 
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Spectre de R M N (400 MHz, (€03)280 d6, a une temperature de 413K. d en 
ppm) : 0.89 (t, J = 7 Hz. 6H : CHj des chaines grasses) ; 1.30 (mt. 60H : (CH2),5 
centraux des chaines grasses) ; 1,55 (mf, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1.72 
(mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; de 1.75 a 2,00 (mt, 2H : CH2 central du 
5 glutaryle) ; 1,99 (mt, 4H : CH2 des propyles) ; 2.47 (t, J = 7 Hz. 2H : COCH2 du 
glutaryle) ; 2.95 - 3.05 et 3,40 (3 mts, 16H en totalite : NCHz du butyle - NCH2 des 
propyles et NCH2 des chaines grasses) ; 3,62 (s large. 2H : NCH2CON) ; 4,85 (mt, 
IH : CONCHCON du glutaryle) ; 5,14 (AB limite, J = 12 Hz, 2H : CH2 du benzyle) ; 
7,35 (mt, 5H : H Aromatiques du benzyle) ; 8.23 (mf, IH : CONH du glutaryle). 

10 

EXEMPLE 18 
Synthese de 

NH2(CH2)jNH(CH2)4NH(CH2),NHCH2COGIu(Galactosamide)Nl(CH2),7CHjh 
15 (SIXRPR 130596 A) 

a- BocNH(CH2)3NBoc(CH2)4NBoc(CH2)3NBocCH2COGIuNl(CH2),7CHjl2 (30) 
Le produit (3) est couple au produit (27) et le groupe de protection OBz de la chaine 
laterale est clive par la methode H (Cl-Z) et utilise sans autre purification. 
20 CLHP . Rt= 22.84 min.CHsO/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH ": 1293 



b-NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu(Galactosamide)N|(CH2),7CH3j2 
(31) 

25 Le produit (30) est couple avec du D(+)-Galactosamine chlorhydrate selon la 
methode G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees 
par CLHP analytique. 

CLHP . Rt=13.71 min,(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH": 1054 

30 

EXEMPLE 19 
Synthese de 

NH2(CH2)jNH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu(Galactosamide)Nl(CH2),7CH,l2 
35 (32) (RPR 130595 A) 
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Le produit (30) est couple avec du D(+) -Glucosamine chJorhydrate salon la methode 
G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par 
CLHP analytique. 

5 CLHP . Rt=12.27 min.iHzO/MeCN: 3 min [60/40]. 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH ^: 1054 



EXEMPLE 20 
10 Synthescde 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2),NHCH2COGIu(Mannosamide)N«CH2),7CH3l2 
(33) (RPR 130598 A) 

Le produit (30) est couple avec du D(+)Mannosamine chlorhydrate selon la methode 
15 G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par 
CLHP analytique. 

CLHP . Rt=12.98 min.(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [O/lOO] 
MH*: 1054 



20 

EXEMPLE 21 
Synth ese de 

NH2(CH2),NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu(N(CH,)2)Nl(CH:),7CH3l2 (34) 
(RPR 131111 A) 

25 

Le produit (30) est couple avec de la Dimethylamine selon la methode G. Le produit 
est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP analytique. 
CLHP . Rt=14.44 min.(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH': 920 

30 S pectre de R M N ^H (400 MHz, (CD3)2SO d6, d en ppm) : 0,89 (t. J = 7 Hz, 6H : 
CH3 des chaines grasses) ; 1,25 (mt, 60H : (CHz),,, centraux des chaines grasses) ; 
1 ,43 et 1 ,60 (2 mts. 2H chacun : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1 ,65 (mt, 4H : 
(CH2)2 centraux du butyle) ; 1,65 et de 1,85 a 2,00 (2 mts, IH chacun : CH2 central 
du glutaiyle) ; 1 ,95 (mt, 4H : CH2 des propyles) ; 2,32 (AB limite, 2H : COCH2 du 

35 glutaryle) ; 2,80 et 2,92 (2s, 3H chacun : CON(CH3)2) ; de 2,85 a 3,05 (mt. 12H : 
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NCH2 du butyle - NCHzdes propyles) ; 3.00 - 3.22 - 3.45 et 3.58 (4 mts. IH chacun ; 
NCH2 des chaines grasses) ; 3.78 (AB. J = 16 Hz. 2H : NCHjCON) ; 4.75 (mt. IH : 
CONCHCON du glutaryle) : 8,72 (d. J = 7.5 Hz, I H : CONH du glutaiyle) ; 8,85 et 
de 8.90 a 9,15 (mfs echangeables). 

5 

EXEMPLE 22 

SynthesedeNH2(CH2),NH(CHj)4NH(CH2),NHCH2COGIyNf(CH2)„CH3|, (35) 
(RPR 122767 A ) 

10 

Synthetise de la meme maniere que le produit (6). mais en utilisant de la 
didodecylamine a la place de dioctadecylamine. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

£LHE. Rt=9.54 min.CHjO/MeCN: 3 min [60/40]. 3-20 min [0/100]. 35 min [0/100] 
15 MH*:653 

Spectre de R M N 1h (400 MHz. (€03)280 d6, a une temperature de 403K, d en 
ppm) : 0.93 (t, J = 7 Hz, 6H ; CH3 des chaines grasses) : 1.33 (mt, 36H : (CH,)^ 
centraux des chaines grasses) ; 1.58 (mt, 4H : 1 CH. de chaque chaine grasse) ; 1.75 
(mt. 4H : (CHz), centraux du butyle) ; 1.95 et 2.00 (2 mts. 2H chacun : CH2 central 
20 des propyles) ; 2.98 et 3.00 (2 mts. 12H en totalite : NCHj du butyle et NCH. des 
propyles) ; 3,30 (t. J = 7Hz, 4H : NCH, des chaines grasses) ; 3,58 (s. 2H : 
NCH2CON) ; 4,05 (s, 2H : CONCH2CON du glycyle). 



25 EXEMPLE 23 

Synthese de NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIyNl(CH2),2CH3]: (36) 
(RPR 122774 A) 

Synthetise de la meme maniere que le produit (6), mais en utilisant de la 
30 ditridecylamine a la place de dioctadecylamine. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP. Rt=10.64 min.(H20/MeCN: 3 min [60/40]. 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH *: 681 

Spectre de R M N ^H (400 MHz. (€03)280 d6. a une temperature de 393K. d en 
35 ppm) : 0.91 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3 des chaines grasses) ; 1,33 (mt, 40H : (CH2),o 
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centraux des chaines grasses) ; 1 .58 (mts, 4H : 1 CHa de chaque chaine grasse) ; 1 .75 
(mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 2.00 (mt, 4H : CHj central des propyles) ; 2.98 
et 3,08 (2 t. J = 7 Hz. 12H en totalite : NCH2 du butyle et NCH2 des propyles) ; 3.32 
(t. J = 7 Hz. 4H : NCH2 des chaines grasses) : 3.65 (s. 2H : NCH2CON) ; 4,06 (d, J = 
5 4 Hz. 2H : CONCH2CON du glycyle) ; 8.60 (s large. IH : CONH du glycyle). 



EXEMPLE 24 

Synthese de NH2(CH2),NH(CH2)4NH(CH2),NHCH2COGIyNI(CH2)„CH3]: (37) 
10 (RPR 122766 A ) 

Synthetise de la meme maniere que le produit (6). mais en utilisant de la 
ditetradecylamine a la place de dioctadecylamine. Le produit est purifie par CLHP 
semi preparative et les fractions analysees par CLHP. Le produit est purifie par CLHP 
1 5 semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP . Rt=9.92 min.(H20/MeCN: 3 min [60/40]. 3-20 min [0/100]. 35 min [0/100] 
MH*: 709 

Spectre de R M N hi (400 MHz, (CD3)2SO d6, a une temperature de 393K. d en 
ppm) : 0.90 (t. J = 7 Hz. 6H : CH3 des chaines grasses) ; 1,31 (mt, 44H : {CH2)ii 

20 centraux des chaines grasses) ; 1.58 (mt, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1,76 
(mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 2,00 (mt, 4H : CH2 central des propyles) ; 2,98 
et 3,08 (respectivement mt et t, J = 7 Hz, 12H en totalite : NCH? du butyle et NCH> 
des propyles) : 3,30 (t, J = 7 Hz, 4H : NCH2 des chaines grasses) ; 3,65 (s. 2H : 
NCH2CON) : 4,06 (d, J = 4 Hz. 2H : CONCH2CON du glycyle) ; 8,10 (mf. IH : 

25 CONH du glycyle). 



EXEMPLE 25 

Synthese NH2(CH2),NH(CH2)4Nl(CH2)3NH2lCH2COGIyNl(CH2),7CH,l2 (39) 
30 (RPR 126096 A) 

a- Synthese de BocNH(CH2),NBoc(CH2)4Nl(CH2>3NHBoclCH2C02H (38) 
Pendant la synthese du produit (3), on recupere lors de la purification sur Si02 le 
sous produit (38) . Le rendement est de 8 %. 
35 CCM Rf= 0.32 (CHCla/MeOH. 9: 1 ) 
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MH ^ 561 

SpectredeRMN (400 MHz, (€03)280 d6, d en ppm) : de 1.30 a 1.60 (mt. 4H : 
(CH2)2 centraux du butyle) ; 1,40 (s, 27H : C(CH3)3) ; 1.56 (mt, 4H : CH. des 
propyles) ; 2,68 et 3.11 (respectivement t large et t, J = 7 Hz, 4H chacun : NCH2 du 
5 butyle et NCH2des propyles) ; 2,90 et 2.96 (2 q, J = 7 Hz, 2H chacun : B0CNHCH2 
des propyles) ; 3,18 (s, 2H : NCH2COO). 

b.NH2(CH2)3NH(CH2)4Nl<CH2)3NH2jCH2COGlyN[(CH2),7CH3j2 (39) 

Les produits (38) et (5) sont couples selon la methode G. Le produit est purifie par 
10 CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP . Rt=13.60 mm,(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH^ 821 

Spectre de R M N ^H (400 MHz, (€03)280 d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CO3COOO d4, d en ppm) : 0,87 (t, J = 7 Hz. 6H : CH3 des chaines grasses) ; 1,28 
15 (ml, 60H : (CH2)i5 centraux des chaines grasses) ; 1,46 et 1.54 (2 mts, 2H chacun : 1 
CH2 de chaque chaine grasse) ; L63 (mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 1,91 (mt, 
4H : CH2 des propyles) ; de 2,85 a 3.15 (mt, 12H : NCH2 du butyle et NCH2 des 
propyles) ; 3,24 (mt, 4H : NCH2 des chaines grasses) ; 3.76 (mf, 2H : NCH2CON) ; 
4.05 (s large. 2H : CONCH.CON du glycyle). 

20 

EXEMPLE 26 
Synthese de 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH(CH2)3CON((CH2)i7CH3l2(41) 
25 (RPR 122786 A) 

a-BocNH(CH2)3NBoc(CH2)4NBoc(CH2)3NBoc(CH2)3C02H (40) 

On synthetise le produit (40) en faisant une reduction alkylaiive sur la spermine en 
presence de NaCNBH3et de succinic semialdehyde en solution. 

30 Dans un ballon de 200 ml. on chargel.8 gr de spermine, 60 ml de methanol et 0. 138 gr 
de NaCNBH3 La solution est soumise a une vive agitation magnetique . Par 
Tintermediaire d'une ampoule isobare on coule en 100 minutes une solution de 5,5 ml 
de succinic semialdehyde (15 %) avec 30 ml de methanol. On maintient Tagiiation 100 
minutes. On protege les amines par le groupe Boc de la maniere suivarte: on coule sur 

35 le milieu 2.8 ml de TEA puis 8.8 gr de Ditertiobutyl dicarbonate solubilise dans 30 ml 



wo 97/18185 



PCT/FR96/0I774 



47 

de Methanol. On maintient la nuit sous agitation. Le milieu est concentre in vacuo, le 
produit est repris dans T acetate d'ethyle et extrait avec trois fractions de 50 ml 
NaHC03. Jes phases aqueuses sont reunies et rincees avec ether (3x100 ml). Le pH de 
la phase aqueuse est descendu 3 avec KHS04, on apprecie une turbidite due a la 
5 precipitation du produit 41 , le melange est extrait avec acetate d*ethyle (3x1 00ml). La 
phase organique est sechee sur MgS04 et evaporee in vacuo. Le produit est utilise 
sans autre purification. 

b- NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH(CH2)3CON[(CH2)i7CH3h (41) 
10 Le produit (40) et la dioctadecylamine sont couples selon la methode G. Le produit 
est purifie par CLHP semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 
CLHP . Rt=15.04 min,(H20/MeCN: 3 min [60/40]. 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH ": 792 

Spectre de R M N ^ H (400 MHz, (CD3)2SO d6, a une temperature de 383K, d en 
15 ppm) : 0,85 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3 des chaines grasses) ; 1,22 (mt, 60H : (CH2)i5 
centraux des chaines grasses) ; 1,48 (mf. 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1.72 
(mt, 4H : (CH2)2 centraux du butyle) ; 1,88 (mt. 2H : CH. central de 
Taminopentanoyle) ; 1,99 (mt, 4H : CH2 des propyles) ; 2,42 (t, J = 7 Hz, 2H : 
COCH2 de I'aminopentanoyle) ; 2.96 - 3,03 ei 3,22 (3 mts, 18H en totalite : NCH? de 
20 Taminopentanoyle - NCH2 du butyle - NCH2 des propyles et NCH2 des chaines 
grasses). 

EXEMPLE 27 
25 Synthese de 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CONH(CH2)5CON[(CH2)i7CHjl2 (42) 
(RPR 128506 A) 

Synthetise de la meme maniere que le produii (6), mais en utilisant Boc 6- 
30 aminocaproic acide a la place de BocGly. Le produit est purifie par CLHP 
semipreparative et les fractions analysees par CLHP. 

CLHP . Rt=13.94 min,(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH*: 877 

Spectre de R M N ^H (300 MHz, (CD3)2SO d6. d en ppm) : 0,87 (i. J = 7 Hz, 6H : 
35 CH3 des chaines grasses) ; 1,28 (mt. 60H : (CH2)i5 centraux des chaines grasses) ; 
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1,48 (mt, lOH : 1 CH2 de chaque chaine grasse et (CH2)3 centraiix de 
raminohexanoyle) ; 1,65 (mt. 4H : (CH2) 2 centraux du butyle) ; 1.95 (mt, 4H : CHj 
des propyles) ; 2,27 (t. J = 7 Hz, 2H : COCH2 de I'aminohexanoyle) ; de 2.85 a 3,30 
(mts, 18H : NCH2 de raminohexanoyle - NCH2 du butyle - NCH2 des propyles et 
5 NCH, des chaines grasses) ; 3,70 (s large, 2H : NCH2CON) ; de 7.90 a 9,10 (mfs 
echangeables). 



EXEMPLE 28 
1 0 Synthese de 

NH2<CH2),NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu(ll-amide-undecanyl.hepta.O 
acetyl lactose) N((CH2),7CH3l2 (43) 
(RPR 1 30765 A) 

15 Le produit (30) est couple avec de le 1 1 aminoundecanyl hepta O acetyl lactose selon 
la methode G. Le produit est purifie par CLHP semipreparative et les fractions 
analysees par CLHP analytique. 

CLHP . Rt=15.91 min.(H20/MeCN: 3 min [60/40], 3-20 min [0/100]. 35 min [0/100] 
MHM680 

20 

EXEMPLE 29 
Synthese de 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COAsm((3-NAc(Ac)j)N((CH2),7CH3l2 
25 (RPR 131283 A) (45) 

a- Fmoc-Asm-^GIc-NAc(Ac)3-dioctadecylamine (44) 

Le produit est synthetise par couplage de Fmoc-Asm-fi-Glc-NAc(Ac)3-OH et de 
dioctadecylamine par la methode F 
30 £CM Rf= 0.67 (CHClj/MeOH, 9:1) 

CLHP . Rt=25.31 min.CHjO/MeCN: 3 min (60/40], 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
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b-NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COAsm (pr-NAc(Ac)3)N|<CH2),7CH3l2 
(45) 

Clivage du groupement Fmoc du produit (45). 

On coule sur 0.7 gr de produit (45) 20 ml de DMF et 2 ml de Diethylamine. Apres 6 
5 heures de maintient sous agitation le milieu est concentre in vacuo 

Le produit obtenu est couple au produit (3) selon la methode G. Le produit est purifie 
par CLHP semipreparaiive et les fi actions analysees par CLHP analytique. 
CLHP . Rt=15.35 min,(H20/MeCN: 3 min [60/40]. 3-20 min [0/100], 35 min [0/100] 
MH ": 1207 

10 

EXEMPLE 30 

Synthese en solution du produit (6) a grande echelle. 

15 

On synthetise le produit (6) en faisant une reduction alkylative sur la spermine en 
presence de NaCNBHa et de Tacide glioxylique en solution, 

Dans un ballon de 2 1, on charge 18.2 gr de spermine, 500 ml de methanol et 2 gr de 
NaCNBHj . La solution est soumise a une vive agitation magnetique. Par 

20 I'intermediaire d^une ampoule isobare on coule en 100 minutes une solution de 8.45 
gr. d'acide giioxylic dans 300 ml de methanol. On maintient l agiiation pendant une 
nuii. On protege les amines par le groupe Boc de la maniere suivante: on coule sur le 
milieu 14 ml de TEA puis 100 gr de Diiertiobutyl dicarbonate solubilise dans 200 ml 
THF. On maintient la nuit sous agitation. Le milieu est concentre in vacuo, le produit 

25 est repris dans acetate d'eihyle (250 ml), rince avec KHSO4 (6x100 ml) puis avec une 
solution saturee de NaCl (3x100). seche sur MgS04 et evaporee in vacuo, Le produit 
est purifie sur colonne de silice avec pour eluant CHClv^VIeOH (9:1). Les fractions 
contenant le produit sont identifiees par CCM, regroupees et evaporees in vacuo pour 
obtenir 10 gr. du produit (6) (rendement de 17 9c pour la synthese total), 

30 Les analyses de CLHP analytique, spectre de masse et RMN sont identiques a celles 
du produit obtenue par la methode de phase solide. 
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Influgncg du rgpport <le charge (amines/phosp hat es) sur refficar ite de tn^n^t^um. (7) 
RPR 120534A. (6> RPR 1 20535 ^ et (9) RPR 120531 A 

Des echantiUons de 1.1 05 cellules (NIH 3T3. 3LL ou SMClapin] en phase 
exponentielie de croissance sur 2 crrfi sont traites par des solutions lipofectant/pCMV- 
LUC. presentant des rapports de charges variables, pendant 2 heures a 3TC sous 5% 
CO2 ; cheque echantillon recoit 2 ^ig d'acide nucleique. La recherche de I'expression 
du gene reporter est effectuee apres addition de serum de veau foetal a 8% final suivie 
d'une incubation de 40 heures dans I'etuve a CO2. 

L'activite luciferase est dosee par remission de lumiere [RLU = relative Ught 
unit] en presence de luciferine. coenz>'me A et ATP pendant 10 secondes et rapportee 
a 2000 cellules iraitees. Les resultats obtenus sont reportes dans les figures (1) (2) et 
(3). 

De 1 'observation de ces figures, il ressort clairement que la presence d'une 
15 glycine dans le bras « spacer » entre la panie lipidique et la polyamine permet 
d'obtenir une meilleure efficacite de transfection pour des ratio nanomoles Upide 
cationique/|ag ADN faibles. 



10 



20 EXEMPLE32 

Infltience d» rapport de char ge (amines / phosphates) sur I'eff inacite de transfection (20) 
RPR 120527 A. (19) RPR 12052^ A {\1)RPR 120526 A el (16t RPR I20525A 

Des echantiUons de I.IO^ cellules NIH 3T3 en phase exponentielie de croissance 
25 sur 2 cm2 sont traites par des solutions lipofectantypCMV-LUC, presentant des 
rapports de charges variables, pendant 2 heures a SVC sous 5% CO2 ; chaque 
echantillon re?oit 1 \xg d'acide nucleique. La recherche de I'expression du gene 
reporter est effectuee apres addition de serum de veau foetal a 8% final suivie d'une 
incubation de 40 heures dans I'etuve a CO2 
30 L'activite luciferase est dosee dans le sumageant obtenu apres lyse des cellules 

par remission de lumiere (RLU = relative light unit] pendant 10 secondes et rapportee 
au mg de proteine. Les resultats obtenus sont repones dans la figure (4). L'avantage 
de la presence du residu glycine dans le bras « spacer » est encore mis en evidence 
dans cet exemple. 
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EXEMPLE 33 

Influence de la longueur du space r 5nir I'efficacite y^sfectipn — (6i 

RPR 120535. (41) RPR 122786 et (42) RPR 128506. 

5 

Des echantillons de 1.10^ cellules [NIH3T3 et HeLa] en phase exponentielle de 
croissance sur 2 cm^ sont traitees par des melanges lipide cation ique/pCMV-Luc, 
presentant des concentrations variables en lipide cationique, a 37*^0 en atmosphere 
10 humide sous 5% CO2, pendant 2 heures en absence de proteines seriques. Le milieu de 
croissance des cellules est ensuite supplements par du serum de veau foetal a 8% final 
et la mesure de Texpression du transgene est effectuee apres 40 heures 
supplementaires d' incubation dans Tetuve a C02. 

15 Les caracteristiques structurales des spacers sont comme suit: 



N° RPR 


Spacer 


122786 


120535 


Gly 


128506 


NH2<CH2) sCO 



Le tableau I suivant reportent les resultats obtenus qui sont exprimes pour les 
20 efficacites maximum obtenues avec chacun des produits etudies. 





lipide cationiQue 


cellules HeLa 


cellules NIH3T3 


experience I 
experience 2 


RPR120535 (6) 
RPR122786 (41) 

RPR120535 (6) 
RPR 128506 (42) 


1.2.10* ±9,7.10" (4) 
2.3.10^+1.6.10' (8) 

2.4.10^ ±3,2.10' (6) 
1.8.10* ± 1,3.10^ (6) 


8.7.10" ±4.5.10* (4) 
4.6.10' ±5.0.10* (8) 

7,2.10' ±8.3.10* (6) 
5,0.10' ± 1.5.10* (6) 



TABLEAU I 
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Les efficacites de transfecton sont donnees en RLU/10s./2.103 cellules traitees. Entre 
parentheses sont indiques les ratio najiomoles iipid/^ig ADN, 

Des plasmides differents ont ete utilises pour les experiences 1 et 2, a dose de l|ag et 
5 0,5 ^xg ADN/L105 cellules respectivement dans les experiences 1 et 2. 



Example 34 : 

10 

Influenc e de la structure du spacer sur Vefficacite de trans feet ion (6) RPR 12051'; 

Dans des conditions d^ experimentation identiques a celles decrites dans I'exemple 
precedent, mais avec Fintroduction d'une lignee supplementaire (cellules 3LL), nous 
15 avons compare les efficacites de transfection obtenues avecle lipide cationique (6) 
RPRl 20535 modifie par substitution sxix le « spacer » avec un groupement type Arg, 
type Lys ou type Glu. 

Les structures des differents spacers sont comme suit: 

20 



N° RPR 


SPACER 


120531 


Arg 


121650 


Arg(Z2) 


127888 


Lys 


122759 




122760 y 

/ 

Cli^l«( 
H 


128142 
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120535 


Gly 


123027 


GluOBz 


126097 


Glu 



Les efficacites de transfection sont donnees en RLLJ/10s./2.103 cellules traitees. 

Des plasmides differents ont ete utilises pour les experiences 1 et 2, a dose de 0,5^g 
5 et Ijog ADN/1.105 cellules respectivement dans les experiences 1 ei 2. De I'analyse des 
resultats» il ressort que selon les cellules considerees, la presence d'une chaine d'acide 
amine de preference substituee induit une nneilleur efficacite de transfection. 



10 



BNSDOCID-<WO 9718185A1> 



wo 97/18185 



PCT/FR96/017 



S4 



in 

o 


o 


O 


o 


o 


in 

o 

»— ^ 


p. 


r> 




on 


rq 








in 




oj 




+1 


4-1 










o 


in 
O 


in 

o 


o 


in 

o 


o 










o 

















oc 
+1 



O O 

ri ri 

O O 





in 












o 






"o 


o 


o 




o 


o 


o 


o 


o 






















o< 


o* 


oq 






















rJ 










^* 


+1 






+t 


+j 


-ft 


+1 


+i 


+t 


4-t 




o 


O 


O 


'o 


c 

o 


o 


O 


o 


o 






















o 


r< 






^* 








o 























in — o 

in in o 



tn 

in 
o 



oo o 

CO vO 

oo r- 



in 



rvj r^j OO 

rvj r\j r\i r\j 



C"- nj 
o o 

nj rvi 



CiC a DEC 



a- 

ex 



DC a: cti 
c cu cu 

QC oc CC 



CrC OC 
OcC OC 





CM 




V 


CJ 


(J 


c 


c 


a> 




*C 

?^ 


x 


exi 


ext 



< 
< 



BNSDOCID-<WO 971flt(=|eM> 



wo 97/18185 PCT/FR96/0I774 



EXEMPLE 34 

Influence de la presence de DOPE dans le melange lipofectant/ADN (9> RPR 120531 A 

5 

Selon le nfieme protocole que celui utilise dans Texemple 31 il est ajoute de la 
DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamine) au lipide cationique (9) RPR 12053 1 A a des 
rapports molaires variables avant addition du DNA dans le melange de transfection. 

L'activite lucif erase est dosee dans le sumageant apres lyse des cellules et 
10 rapportee au mg de proteine (figure 5), 

La presence de DOPE dans les melanges lipofectants permet d'ameliorer 
Tefficacite de transfection quand la concentration en (9) RPR J 2053 1 A est faible. 

15 EXEMPLE 35 

Effet du serum sur Tefficacite de transfection (6) RPR 120535 A. (9) RPR 120531 A et 
RPR 121650A 

Des echantilions de 1.10^ cellules [NIH 3T3 ou Hela] en phase exponentielle de 
croissance sur 2 cm" son: traiies par des solutions lipofectant/pCMV-LUC (3 
20 nanomoles lipofectant/^xg ADN) en absence de serum pendant 2 heures ou en presence 
de serum dans le milieu de culture. Dans cet exemple chaque echantillon regoit 2 \xg 
d'ADN. L expression de la luciferase est recherchee dans le sumageant des lysats 
cellulaires, exprimee en RLU/lOs. et rapportee au mg de proteine. De Tanalyse des 
resultats, il ressort que la presence de serum n'a pas d' effet notable sur la transfection. 

25 

EXEMPLE 36 

Influence de la concentration en acide nucleique dans les melanges ADN/lipofectant 
(20)RPR 120527A (\9)RPR 1 20528 Ai\7) RPR 1 20526 A ct (16) RPR 120525 A 

30 

Dans les conditions decriies dans I'exemple 31 des echantillons de cellules NIH 
3T3 sont transfectees dans des conditions ou les ratios nanomoles lipofectant/^g 
d'ADN sont optimises - voir exemple 32 - [ratio = 6 pour {20)RPR 120527A et 
(\9)RPR 120528 A - ratio = 3 pour (17) RPR 120526 A ei (16) RPR 120525 A], Les 
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quantites d'ADN apportees a chaque echantilion varient de 0,5 a 2 |ag. Les resultats 
sont reportes dans la figure 6. 

La transfection de 1.10^ cellules en phase exponentielle de croissance avec 1 
d^ADN plasmidique semble un bon choix ; en effet T augmentation de la quantite 
d'ADN utilise entraine une augmentation de la concentration en lipide cationique au 
contact des cellules et done des problemes de toxicite dans certains cas. A plus faible 
concentration en ADN la proportionaUte avec Tefficacite de transfection nest plus 
obtenue. 



10 

EXEMPLE 37 

Essais de transfection in vivo avec des lipopolyamines selon Tinvention. 

15 On procede a une injection d'une solution contenant une lipopolyamine selon 
r invention, preparee comme decrit ci-dessus, dans la tumeur 7 jours apres 
implantation, la souris etant anesthesiee avec un melange Ketamine + Xylazine. Deux 
jours apres I'injection, on preleve du tissus tumoral, qui est pese puis hache et broye 
dans 500 i^l tampon de lyse (Promega Cell Lysis Buffer E153 A). Apres 

20 centrifugation (20 000 g pendant 10 minutes), on preleve 10 |al qui servent a 
revaluation de Tactivite lucif erase par mesure de remission lumineuse totale obtenue 
apres melange avec 50 ul de reactif (Promega Luciferase Assay Substrate ) dans un 
luminometre Lumat LB 9501 (Berthold), integration sur 10 secondes.Lactivite 
resultante est exprimee en RLU (Relative Lights Units) estimes dans la totalite du 

25 sumageant de lyse tumorale, ou en RLU par d'ADN Lnjecie, le tableau III rend 
compte des resultats obtenus. 
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REVENDICATIONS 

1. Lipopolyamine. sous forme D, L ou LD et ses sels, caracterisee en ce qu eUe 
5 est representee par la formule generale 1 

R3 O 

Rl 

\ 

' N 
/ 

R2 

Dans laquelle : 

Rl, R2 et R3 represement independamment I'un de I'autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -<CH2)q-NRR* avec 

10 q pouvant varier emre U 2, 3, 4, 5 et 6 ceci de maniere independante entre ies 
differents groupements Rl, R2 et R3 et 

R et R' representant independamment Tun de T autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH2)q'-NH2 . q' pouvant varier entre 1, 2, 3. 4, 5 et 6 ceci de maniere 
independante entre les differents groupements R et R\ 

15 m, n et p representent, independamment Tun de Tautre, un nombre entier pouvant 
varier entre 0 et 6 avec lorsque n est superieur a 1 . m pouvant prendre des valeurs 
differentes et R3 des significations differentes au sein de la formuie generale I et 

R4 represente un groupement de formule generale II 




wo 97/18185 



PCT/FR96/01774 



39 




dans laquelle: 

R6 et R7 representent independamment I'un de I'autre un atome d'hydrogene ou un 
radical aliphatique. sature ou non, en CIO a C22 avec au moins Tun des deux 
5 groupements etant different de I'hydrogene, 

u est un nombre entier choisi entre 0 et 10 avec lorsque u est un entier superieur a 1 
R5, X, Y et r pouvant avoir des significations differentes au sein des differents motifs [ 
X-(CHR5)r.Y] 

X represente un atome d'oxygene, de soufre ou un groupement amine monoalkyle ou 
10 non, 

Y represente un groupement carbonyle ou un groupement methylene 

R5 represente un atome d'hydrogene ou une chaine laterale d'acide amine naturel , !e 
cas echeant substituee et 

r represente un entier variant entre 1 et 10 avec lorsque r est egal a 1 , R5 representant 
15 une chaine laterale d'acide amine naturel substitue ou non et lorsque r est superieur a 
1 , R5 representant un atome d'hydrogene. 

2. Lipopolyamine selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle est 
representee par Tune des sous formules suivantes 
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XI 



dans lesquelles R4, R6 et R7 sont definis comme en revendication L 

5 3. Lipopolyamine selon la revendication 2 caracterisee en ce que R4 y 

represente on groupement NR6R7 avec R6 et R7 figurant dans les sous formules III a 
XII un groupement identique choisi parmi (CH?)]? CHj, (CH2)i] CH^, (C¥i2)n CH3 ou 
(CH2):2CH:,. 

10 4. Lipopolyamine selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 

qu'elie est associee a un element de ciblage extra ou intracellulaire. 

5. Lipopolyamine selon la revendication 4 caracterisee en ce qu'elle incorpore 
Telement de ciblage au niveau de la chaine laterale d'acide amine figuree par le 

15 substituant R5. 

6. Lipopolyamine selon la revendication 4 ou 5 caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'un ligand de recepteur cellulaire present a la surface du type celluiaire cible. 

7. Lipopolyamine selon Tune des revendications 4 a 6 caracterisee en ce que 
cet element de ciblage est choisi parmi des sucres, des peptides tels que des anticorps 

20 ou fragments d'anticorps. des ligands de recepieurs cellulaires ou des fragments de 
ceux-ci, des recepteurs ou fragments de recepteurs tels que des ligands de recepteurs 
de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de recepteurs de lectines 
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cellulatres ou de recepteurs de proteines d'adhesion de type integrines, de recepteur de 
la transferrine. des lipides HDL ou LDL et/ou des oligonucleotides. 

8. Lipopolyamine selon I'une des revendications 4 ou 5 caracterisee en ce que 
cet element de ciblage est representee par une sequence signal de localisation 

5 nucleaire. 

9. Lipopolyamine selon I'une des revendications precedentes caracterisee en 
ce qu'elle incorpore un agent marqueur de type biotine, rhodamine, folate ou une 
sequence peptidique ou pseudopeptidique lineaire ou cyclique comportant I'epitope 
Arg-Gly-Asp au niveau de la chaine laterale d'acide amine figuree par R5. 

10 10. Lipopolyamine selon I'une des revendications precedentes caracterisee en 

ce qu'elle est choisie parmi : 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2) 17-CH312 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l7-CH3]2 

15 H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArg(Z)2N((CH2)l7-CH3J2 

H2N(CH2)3NH{CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(rhodamine)N[(CH2)l7-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(bioiinyl)N[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2KCH2)3NHCH2COGlyN((CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)3)2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2CONl(CH2)l7-CH3]2 

20 {H2N(CH2)2}2N(CH2)2NHCH2COGIyN[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)2}2N(CH2)2NHCH2C0N[(CH2)17-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN((CH2)l7]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2C0N((CH2)17]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l7]2 

25 H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArg(Z)2N((CH2)17-CH3]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(rhodamine)N[(CH2)l7-CH3]2 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys(biotinyl)N[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)3)2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2COGlyN((CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2)(CH2)3NHCH2CON[(CH2)l7-CH3]2 

30 {H2N(CH2)2}2N(CH2)2NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
{H2N(CH2)2}2N(CH2)2NHCH2C0N((CH2)17-CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4N(<CH:).,NH:)CH2COGlyN((CH:),7CHj]3 
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NH2(CH2),NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLysN[(CH2),7CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys (C1-ZJN[(CH2),7CH3J2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys (CHO]N[(CH2),-CH3], 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys[Cholesteiyl]N((CH2),TCH3j2 
5 NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COLys [Arachidonyl]N[(CH2),7CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGluN[(CH2),7CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu [N(CHj)2]N((CH2),7CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu {0-Bz]N[(CH2),7CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu [Galactosamide]N[(CH2),7CH3]2 
10 NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlu[Glucosamide]N[{CH2),7CH3j2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGIu [Mannosamide]N[(CH2),7CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH(CH2)3CON[(CH2)i7CH3]2 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CONH(CH2)5CONf(CH2),7CH3]2 
NH2(CH2)jNH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)uCH3]2 
15 NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2),2CH3]2 et 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2),3CH3]2 



11. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient au moins 
une lipopolyamine selon I'une des revendicatioas 1 a 10 et au moins un acide 
nucleique. 

12. Composition selon la revendication 1 1 caracterisee en ce que I'acide 
nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

13. Composition selon la revendication 11 caracterisee en ce que I'acide 
nucleique est un acide ribonucleique. 

14. Composition selon la revendication 11, 12 ou 13 caracterisee en ce que 
I'acide nucleique est modifie chimiquement. 

15. Composition selon I'une des revendicaiions 11 a 1 4 caracterisee en ce que 
I'acide nucleique est un antisens. 

16. Composition selon I'une des revendicaiions 1 1 a 14 caracterisee en ce que 
I'acide nucleique comporte un gene therapeutique. 
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17 Composition pharmaceulique comprenant un acide nucleique, une 
lipopolyamine selon Tune des revendications 1 a 6 et un adjuvant capable de s'associer 
au complexe lipopolyamine/acide nucleique et/ou d*ameliorer son pouvoir transfectant. 

18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que I'adjuvant 
5 est un ou piusieurs lipides neutres. 

19. Composition selon la revendication 18 caracterisee en ce que le ou les 
lipides neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturals, zwitterioniques 
ou depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 

20. Composition selon la revendication 19 caracterisee en ce que ie ou les 
10 lipides neutres sont des lipides a 2 chaines grasses. 

21. Composition selon la revendication 19 ou 20 caracterisee en ce que le ou 
les lipides neutres sont choisis panni la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 
Toleoyl-palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), le di-stearoyl. -palmitoyl. - 
mirystoyl phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 

15 phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) et les asialogangliosides dels que notamment las asialoGMl et 
GM2). 

22. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 1 a 
20 21 caracterisee en ce que T adjuvant est ou comprend un compose intervenam au 

niveau de la condensation dudit acide nucleique 

23. Composition pharmaceutique selon la revendication 22 caracterisee en ce 
que ledit compose derive en tout ou partie d'une histone, d'une nucleoline et/ou d'une 
protamine. 

25 

24. Composition pharmaceutique selon la revendication 22 caracterisee en ce 
que ledit compose est constitue en tout ou partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKXP) et/ou (ATPAKKAA) repetes de maniere continue ou non, le nombre 
des motifs pouvant varier entre 2 et 10. 
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25. Composition selon Tune des revendications 11a 24 caracterisee en ce 
qu'elle comprend de 0,01 a 20 equivalents d'adjuvant pour un equivaient d'acide 
nucleique en poids/poids et. plus preferentiellement. de 0,5 a 5. 

26. Composition selon I'une quelconque des revendications 11 a 25 
5 caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 

une formulation injectable. 

27. Composition selon Tune quelconque des revendications 11 a 25 
caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 
une application sur la peau et/ou les muqueuses. 

10 28. Utilisation dune lipopolyamine selon Tune des revendications de 1 a 10 

pour la transfection in vivo ou in vitro de cellules. 

29. Procede d*une lipopolyamine selon Tune des revendications 1 a 10 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre le couplage d'au moins une fraction lipidique a au 
moins une fraaion polyamine assymetrique, ladite fraction polyamine ayant au 

15 prealable ete obtenue par reaction bimoleculaire entre un agent alkylant lie 
covalemment a un suppoa solide et une polyamine symetrique. 

30. Procede selon la revendication 29 caracterise en ce que le couplage de la 
fraaion lipidique a la fraction polyamine assymetrique est effectuee au niveau du 
support solide auquel est fixee ladite fraction polyamine assvTnetrique et en ce que Ton 

20 recupere ladite lipopolyamine ainsi obtenue. 

31. Procede selon la revendication 30 caracterise en ce qu'il met en outre en 
oeuvre Fintroduction d'agents marqueurs, de sucres ou de sondes fluorescentes sur la 
lipopolyamine, fixee ou non sur le support solide. 
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Caxlrc I Observations - lorsqu il a etc estimc que ccrtajncs rcvendicacions nc pouvajcnt poi (aire I'objcc d unc rcchcrcnc 
(suite du point I dc la premiere fcuillc) 



ConJormcmcn'. a i ariicic i 1.2)2i), ccnuncs re vcnofcaiions n om pas tAii I objct U une recherche pour ics moui's suivmu 
. I ' 

.. I j Lcs rcvcndications n 

sc rapporicn: a un oo)t;l a I L-Ra^d duquci I admmisirauon n csi pas icnuc dc proccdcr a ta rcchercm;. a savoir 



I I l-cs rcvcna(cauon$ n 

ic rapporicni a acs paiiies dc )a dcmandc tnicrnationaic qui ne rempiisscni pas suffjsammcni ics conditions prcscntcs pour 
qu une recherche signincauvc puisse ctrc cf^^cciucc. en paiuculicr: 

voir page suivante 



J Lcs rcvendications n °* 

sunt dcs rcvcndtcauons dcpendantcs ct nc soni pas redtgces conrarmemcnt aux disposiuons ue la acuxtrme ct dc la 
iroisicme pnrascs dc la regie 6.4. ai 



CAilrc 11 Observations - lorsqu'il y a absence d'unitc dc rmveniion <suitc du point 2 dc la premiere fcuiJtc) 



L admintstraKon cnargce de la recherche intcrnaiionaic a irouve piusicurs mvenuoni dans ta dcmandc miernauonaic. a : 



Commc toutes ics tajtes iddiuonnciles oni etc payees dans Ics delajs par it deposant. Ic prcscn: rapport de rccnerche 
inicrnauonaie pone sur touics les revcndicauons pouvam fajre l objei d une rccnerche. 

I 1 

^ ' ' Comme touics ics rechcrches portant sur :es revcndicauons qui s y prctajcni oni pu eire effcctuees sanj eftort parucuhcr 

jusuiiani une laxc addmonneite. 1 aammisuauon n a soiltctie ie paicmeni d aucune laxe ae cctie nature. 



Comme une partte seuiemcnt dcs taxes addiuonnclles demandces a etc payee dans ics delais par le deposanu Ie present 
rapport de rccnerche internauonale ne pone que sur ics revendications pour tesquclles les taxes ont etc payees, a savoir 
les revendtcauons rt"': 



^ I Aucune taxe addiiionneilc demandce n a etc payee dans Ics deiais oar ie deposanL En consequence. !c present rapport 

dc rcchercne internauonale ne pone que sur 1 invention menuonncc en premier licu dans les revendicattons: die est 
couvenes par tcs revcndicauons n°*: 



Remarque quant a la recrve | j ' Les taxes additionnetics etaicni accompagnecs d une reserve dc ia pan du deposant. 

j I Lc pAiemcnt dcs taxes additionneiics n etajt assorti d aucune reserve 
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Le nombre eleve de composes theoriquement concevables qui resultent de la 
combinaison de tous les substituants revendiques empeche une recherche conri- 
plete pour tous les composes selon revendication 1. Pour des raison deconomie la 
recherche a ete limitee au cas suivant: • , 

les variables p et n de la formule generate representent un nombre entier egal ou 
superieur a 1. m represente un nombre entier egal ou supeneur a 2 et lun des 
substituants R1 et R2 est different de rhydrcgene. 
(voir Directives Relatives a I'Examen part B, chapitre III, 3.6, 3.7) 
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